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Proproteinkonvertasen (PCs) aktivieren eine Vielzahl von (patho)-physiologisch 
relevanten Vorläuferproteinen im sekretorischen Pfad. Zur Aufrechterhaltung des 
zellulären Gleichgewichts muss ihre Aktivität daher sehr genau reguliert werden. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Serpin Bl-Spn1 aus Branchiostoma lanceolatum, 
einem nahen Verwandten der Wirbeltiere, die PCs Furin und PC1/3 mit physiologisch 
relevanter Geschwindigkeit inhibiert und mit beiden Proteasen SDS-stabile Komplexe 
bildet. Durch massenspektrometrische Analysen wurde nachgewiesen, dass die PCs die 
reaktive Schleife (RSL, reactive site loop) von Bl-Spn1 C-terminal von der Sequenz 
Met-Met-Lys-Arg spalten, was mit der klassischen Erkennungs-/Spaltsequenz von 
Vertebraten-PCs übereinstimmt. Bl-Spn1 besitzt an seinem C-Terminus ein 
Retentionssignal (KDEL) für das Endoplasmatische Retikulum. Eine Deletion dieses 
Motivs bewirkt, dass der Inhibitor von transfizierten COS-7 Zellen sekretiert wird, 
während das Wildtyp-Protein im Zellinnern zurückgehalten wird. Somit ist Bl-Spn1 
nach Dm-Spn4A aus Drosophila melanogaster erst das zweite Serpin, das aufgrund 
seiner inhibitorischen Eigenschaft und seiner subzellulären Lokalisation als 
physiologischer Inhibitor von PCs in Frage kommt. Im Gegensatz zum 
Drosophila-Serpin zeigt Bl-Spn1 keine inhibitorische Aktivität gegenüber PC2, weshalb 
das Branchiostoma-Serpin wichtige Hinweise für die Entwicklung selektiver 
PC-Hemmstoffe liefert.  
Weiterhin wurde die cDNA-Sequenz des neuen humanen Serpins SERPINE3 isoliert, 
das wie Bl-Spn1 ein PC-Erkennungsmotiv im RSL besitzt und eine für inhibitorische 
Serpine typische Hinge-Region aufweist. SERPINE3 wurde rekombinant in Bakterien 
und Säugerzellen exprimiert. Es wurden funktionelle Antikörper gegen das Serpin 
produziert, die durch Affinitätschromatographie gereinigt wurden. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass das ca. 57 kD große Protein eine extrazelluläre Lokalisation 
aufweist. Gewebsexpressionsanalysen implizieren, dass SERPINE3 in der 
extrazellulären Matrix lokalisiert ist. Weiterhin wurden mehrere HEK-293-EBNA-
Zelllinien erzeugt, die kontinuierlich SERPINE3 und verschiedene Mutanten des 
Serpins ins Medium sezernieren. Durch Immunoaffinitätschromatographie mit Anti-
SERPINE3-Antiserum gelang es, SERPINE3 spezifisch aus den Kulturüberständen der 
Brustkrebszelllinie MCF-7 anzureichern. Dadurch wurde erstmalig der Nachweis der 
endogenen Expression von SERPINE3 auf Proteinebene erbracht. Weiterhin wurden mit 
dieser Methode Proteine angereichert, die möglicherweise SERPINE3 in komplexierter 
Form repräsentieren, was darauf hindeutet, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin 
ist. Die Tatsache, dass eine inhibitorische Aktivität des Serpins in vitro bislang nicht 
demonstriert werden konnte, impliziert, dass rekombinantes SERPINE3 in einer 
latenten Konformation vorliegt oder für seine Aktivität die Bindung eines Kofaktors 





Viele Hormone, Wachstumsfaktoren, virale Hüllproteine und andere Proteine erlangen 
ihre biologische Aktivität erst nach posttranslationaler proteolytischer Prozessierung. 
Die Spaltung dieser inaktiven Vorläuferproteine erfolgt C-terminal von spezifischen 
Sequenzmotiven und wird in den meisten Fällen von Proproteinkonvertasen (PCs) 
vorgenommen. PCs sind hochkonservierte, Kalzium-abhängige Serinproteasen, die im 
sekretorischen Pfad und/oder auf der Zelloberfläche lokalisiert sind und ihre Substrate 
im Zellinnern, an der Zelloberfläche oder im extrazellulären Milieu prozessieren 
(Seidah & Chretien, 1999; Rockwell et al., 2002). Aufgrund ihrer Eigenschaft, 
Proproteine und Propeptide zu aktivieren, spielen PCs eine bedeutende Rolle bei einer 
Vielzahl physiologischer, aber auch pathologischer Prozesse. Sieben von bislang neun 
identifizierten Mitgliedern der PC-Familie sind homolog zur Serinprotease Kexin aus 
der Hefe. Diese sieben Mitglieder (Furin, PC1/3, PC2, PACE4, PC4, PC5, PC7) spalten 
ihre Substrate C-terminal von basischen Aminosäuren. Die erst kürzlich identifizierten 
PCs SKI-1 und NARC-1 spalten dagegen hinter nicht-basischen Aminosäuren und 
spielen eine Schlüsselrolle bei der Cholesterin-Homöostase (Seidah et al., 2006). Die 
folgenden Abschnitte behandeln Struktur, Funktion und (patho)-physiologische 
Relevanz der PCs mit basischer Substratspezifität. 
2.1.1 Struktur, Aktivierung und subzelluläre Lokalisation 
PCs bestehen aus mehreren konservierten Domänen (Abbildung 1). Auf ein 
N-terminales Signalpeptid, das die Translokation des Proenzyms ins Endoplasmatische 
Retikulum (ER) ermöglicht, folgt die so genannte Prodomäne, die entscheidend für die 
Faltung, Aktivierung und den Transport der PCs ins Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) ist. 
Bei allen PCs mit Ausnahme von PC2 wird die Prodomäne im ER autokatalytisch 
gespalten, was zur Ausbildung eines nicht-kovalenten Komplexes aus PC und 
Prodomäne führt. Diese erste Spaltung ist essenziell für den weiteren Transport der PCs 
ins TGN (Molloy et al., 1994; Vey et al., 1994; Anderson et al., 1997; Nour et al., 
2003). Für Furin konnte gezeigt werden, dass die niedrigeren pH-Werte und die höheren 
Kalziumkonzentrationen im TGN eine weitere autokatalytische Prozessierung 
begünstigen, was schließlich zur Freisetzung der Prodomäne führt (Abbildung 2). Erst 
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nach Freisetzung der Prodomäne erlangt das Enzym seine volle katalytische Aktivität 
(Anderson et al., 1997). PC5A (eine Splicevariante von PC5) und möglicherweise auch 
PACE4 verlassen die Zelle im Verbund mit der Prodomäne und sind daher erst 
extrazellulär aktiv (Mayer et al., 2007). Der Aktivierungsprozess von PC2 unterscheidet 
sich gänzlich von dem der anderen PCs: Für den Transport vom ER zum TGN benötigt 
das Enzym die Unterstützung des neuroendokrinen Chaperons 7B2. Das Chaperon wird 
im TGN durch Furin gespalten, bleibt aber mit PC2 assoziiert. In den noch unreifen 
sekretorischen Granula wird die Prodomäne autokatalytisch gespalten, bleibt aber 
ebenso wie die 7B2-Fragmente mit dem Enzym verbunden. In den reifen sekretorischen 
Granula werden die 7B2-Fragmente und die Prodomäne degradiert, und das Enzym 
erreicht seine volle biologische Aktivität (Muller et al., 1997). 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von Säuger-PCs. Alle Kexin-
ähnlichen PCs besitzen ein N-terminales Signalpeptid (Sp), eine Prodomäne, eine katalytische Domäne 
und eine P-Domäne. Der C-Terminus ist hoch variabel (siehe Box) und beherbergt eine oder mehrere 
Domänen, die die subzelluläre Lokalisation der jeweiligen PC determinieren. Die Aminosäuren der 
katalytischen Triade sind im Einbuchstabencode gezeigt. 
 
 
Die katalytische Domäne mit ihrer streng konservierten katalytischen Triade (Ser, His, 
Asp) ist die am stärksten konservierte Domäne und homolog zu der Domäne der 
bakteriellen Serinprotease Subtilisin (Siezen & Leunissen, 1997). C-terminal von dieser 
Domäne liegt die P-Domäne, die charakteristisch für alle Kexin-ähnlichen PCs ist. Sie 
ist essenziell für die Aktivität der PCs und reguliert Kalzium- und pH-Abhängigkeit 
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(Zhou et al., 1998). Der nur wenig konservierte C-Terminus beherbergt eine oder 
mehrere Domänen sowie zelluläre Lokalisationssignale. PC7, Furin und PC5B besitzen 
eine Transmembrandomäne. Diese PCs, ebenso wie PC4 und PACE4, prozessieren 
ausschließlich Proteine, die über den konstitutiven sekretorischen Pfad sekretiert 
werden (Seidah & Chretien, 1999). Studien haben gezeigt, dass Furin, die am besten 
charakterisierte PC, vom TGN zur Plasmamembran und von dort über die Endosomen 
zum TGN rezirkuliert. Gelenkt wird dieser dynamische Prozess von verschiedenen, in 




Abbildung 2: Reifung von PCs. Im linken Bildausschnitt sind die Transportwege des sekretorischen 
Pfades dargestellt Es ist angezeigt, welche PCs im konstitutiven und welche PCs im regulierten 
sekretorischen Pfad wirken. Der rechte Bildausschnitt zeigt die verschiedenen Stufen der PC-Reifung am 
Beispiel von Furin (Die Bezeichnung der Furin-Domänen ist Abbildung 1 zu entnehmen.). Nach Abspal-
tung des Signalpeptides im ER durchläuft das noch inaktive Profurin verschiedene Faltungsprozesse, an 
denen die als Chaperon fungierende Prodomäne maßgeblich beteiligt ist. Noch im ER wird die Prodo-
mäne autokatalytisch abgespalten. Die abgespaltene Prodomäne verbleibt nicht-kovalent mit der 
katalytischen Domäne verbunden und wirkt als Autoinhibitor. Der Komplex aus Prodomäne und 
gespaltenem Enzym verlässt das ER und gelangt über den Golgi-Apparat zum TGN. Das leicht saure und 
Kalzium-reiche Milieu begünstigt dort eine weitere autokatalytische Spaltung. Die gespaltene Prodomäne 
löst sich vom Enzym ab, wodurch dieses seine volle Aktivität erlangt.  
 
 
Die neuroendokrinen Konvertasen PC1/3 und PC2 werden dagegen in die Granula des 
regulierten sekretorischen Pfades gelenkt, wo sie Proteine aktivieren, die erst nach 
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Stimulus freigesetzt werden (De Bie et al., 1996; Muller & Lindberg, 1999). PC5A 
prozessiert sowohl konstitutiv als auch regulativ sekretierte Proteine. In Zellen mit 
reguliertem sekretorischem Pfad wird PC5A wie die neuroendokrinen PCs in die dicht 
gepackten Granula geleitet. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass α-helikale Strukturen 
essenziell für diese subzelluläre Lokalisation sind (Dikeakos et al., 2007). 
Mehrere PCs weisen eine ausgeprägte Cystein-reiche Region (CRR) auf. Die CRR von 
Furin unterstützt die proteolytische Freisetzung einer löslichen Variante dieses Enzyms 
(Denault et al., 2002). Im Falle der sekretierten und Heparin-bindenden PCs PACE4 und 
PC5A fungiert die CRR als Zelloberflächen-Anker (Tsuji et al., 2003; Nour et al., 
2005). Bislang ist unklar, ob die Bindung dieser Enzyme an die Zelloberfläche auf einer 
direkten oder indirekten Interaktion der CRR mit Heparin-Proteoglykanen innerhalb der 
extrazellulären Matrix (ECM) beruht. Für PC5A konnte nachgewiesen werden, dass 
durch Abspaltung der CRR eine verkürzte, nicht membranassozierte PC5A-Variante 
entsteht (Nour et al., 2005).  
2.1.2 Spezifität und (patho)-physiologische Relevanz   
Die proteolytische Spezifität der Kexin-ähnlichen PCs wurde in zahlreichen 
Koexpressionsstudien mit Vorläuferproteinen und in vitro mit Peptid-Substraten 
analysiert (Rockwell et al., 2002). Diese Studien zeigten, dass Kexin-ähnliche PCs ihre 
Substrate C-terminal von basischen Aminosäuren spalten. In den überwiegenden Fällen 
ist die Position P1 des Substrates mit einem Arginin und die Position P2 mit einem 
Lysin besetzt (Nomenklatur nach Schechter & Berger, 1967; Positionen N-terminal von 
der Spaltstelle werden mit P1, P2, ... bezeichnet, Positionen C-terminal zu der 
Spaltstelle mit P1’, P2’, …). Viele PC-Substrate weisen N-terminal zu der Spaltstelle 
noch weitere basische Aminosäuren auf. Besonders häufig treten solche an der Position 
P4 auf, aber auch an den Positionen P3, P5, oder P6. Für Furin wurde gezeigt, dass eine 
effiziente Spaltung nur dann stattfindet, wenn neben einem P1-Arginin noch mindestens 
zwei weitere basische Aminosäuren an den Positionen P2, P4 oder P6 im Substrat 
vorhanden sind (Nakayama, 1997; Rockwell et al., 2002). Die Enzyme PC1/3 und PC2 
prozessieren dagegen auch sehr effizient Substrate, die ausschließlich an den Positionen 
P1 und P2 basische Aminosäuren aufweisen (Day et al., 1998; Bergeron et al., 2000). 
Die weiteren PCs (PC4, PC5, PACE4 und PC7) sind weniger gut charakterisiert. Die 
bisherigen Studien deuten allerdings darauf hin, dass PC7 und PACE4 eine ähnliche 
Selektivität/Spezifität wie Furin aufweisen (Munzer et al., 1997; Sucic et al., 1999). 
Studien zur Charakterisierung der Enzyme PC4 und PC5 zeigten, dass diese PCs, 
ebenso wie PC1/3 und PC2, auch effizient nach dibasischen Motiven spalten (Basak et 
al., 1999; Cain et al., 2002).  
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Die erst in jüngerer Zeit veröffentlichte Kristallstruktur von Furin im Komplex mit dem 
irreversiblen Inhibitor Decanoyl-RVKR-Chlormethylketon (dec-RVKR-cmk) (Henrich 
et al., 2003) und darauf aufbauende Homologie-Modellierungen der anderen PCs 
(Henrich et al., 2005) liefern eine Erklärung für die Präferenz der PCs für basische 
Aminosäuren. Die Substrat-Binderegionen aller PCs weisen eine hohe Dichte an negativ 
geladenen Aminosäuren auf, wobei diese bei Furin am höchsten ist. PC1 und PC2 
enthalten im Bereich der S4- und S6-Bindetasche eine geringere negative 
Ladungsdichte, was eine Erklärung für die geringere Präferenz dieser PCs für basische 
Aminosäuren an den Positionen P4 und P6 ist (Henrich et al., 2005). 
Trotz dieser Unterschiede sind die Prozessierungseigenschaften der PCs in vielen Fällen 
redundant. In vivo wird ihre Selektivität für bestimmte Substrate häufig durch ihre 
unterschiedliche subzelluläre Lokalisation (Abschnitt 2.1.1) und Gewebeverteilung 
bestimmt (Bergeron et al., 2000; Henrich et al., 2005). PC1/3 und PC2 werden z. B. fast 
ausschließlich in neuroendokrinen Geweben exprimiert, wo sie eine Vielzahl von 
Prohormonen und Neuropeptid-Vorläufern, wie z. B. Proinsulin, Proglucagon, 
Proenkephalin oder Proopiomelanocortin (POMC) prozessieren (Benjannet et al., 1991; 
Smeekens et al., 1992; Rouille et al., 1995; Johanning et al., 1996). Furin wird dagegen 
ubiquitär exprimiert (Bergeron et al., 2000). In-vivo- und in-vitro-Studien haben gezeigt, 
dass dieses ubiquitär exprimierte Enzym mit seiner breiten subzellulären und teilweise 
auch extrazellulären Lokalisation eine große Vielzahl von Proproteinen aus völlig 
unterschiedlichen Klassen prozessiert. Furin aktiviert Wachstumsfaktoren, Hormone, 
Serumproteine, Zelloberflächenproteine, Rezeptoren, Proteine der extrazellulären 
Matrix, virale Proteine und andere Proteine (Thomas, 2002). Für PACE4, PC5 und PC7 
konnte eine breite, aber nicht ubiquitäre Gewebeverteilung nachgewiesen werden. PC4 
wird dagegen fast ausschließlich in den Keimbahnen der Hoden exprimiert (Seidah et 
al., 1992; Mbikay et al., 1997).  
 
Die physiologische Relevanz/Funktion der PCs wurde u. a. durch Inaktivierung ihrer 
Gene bei Mäusen untersucht. Die Vielzahl der Phänotypen deutet auf distinkte 
physiologische Funktionen der PCs hin. Furin und PC5/6 sind essenziell für die 
Embryonalentwicklung. Die Inaktivierung ihrer Gene verursacht eine frühe embryonale 
Letalität (Roebroek et al., 1998; Essalmani et al., 2006). Die oftmals ausgeprägten 
Missbildungen bei PACE4-Knockout-Embryonen implizieren ebenso eine wichtige 
Funktion dieser PC während der Embryonalentwicklung (Constam & Robertson, 2000). 
Diese Studien unterstreichen die Ergebnisse zahlreicher Prozessierungsstudien, die 
belegen, dass PC5, PACE4 und Furin Proteine prozessieren, die eine wichtige Rolle 
während der Embryonalentwicklung spielen (Lissitzky et al., 2000; Dubois et al., 2001; 
Ulloa et al., 2001). Weniger schwerwiegend sind die Defekte bei Mäusen, bei denen die 
Loci für die Gene PC4, PC1/3, PC2 oder PC7 inaktiviert wurden. PC7-Knockout-Mäuse 
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wachsen normal und zeigen auch sonst keinen abnormalen Phänotyp (Constam et al., 
1996; Scamuffa et al., 2006). PC4-Knockout-Mäuse sind unfruchtbar (Mbikay et al., 
1997). PC1/3- bzw. PC2-defiziente Mäuse zeigen Wachstumsdefekte und weisen einen 
erhöhten Proinsulinspiegel auf (Furuta et al., 2001; Zhu et al., 2002). Darüber hinaus ist 
die Prozessierung vieler weiterer Prohormone und Propeptide bei diesen Mäusen 
gestört, wobei Art und Menge der unvollständig prozessierten Zymogene bei PC2- bzw. 
PC1/3-defizienten Mäusen teilweise unterschiedlich sind (Scamuffa et al., 2006). 
 
Tabelle 1: Phänotypen von PC-Knockout-Mäusen 




embryonal letal; ventraler 
Furchungsdefekt; Fehler in der 
axialen Drehung 




sekretorische Granula  
starke Wachstumsdefekte, 
Hyperproinsulinämie; Störung der 
endokrinen Peptidprozessierung 







Störung der endokrinen 
Peptidprozessierung 
(Furuta et al., 1997) 
PC5A: sekretorische Granula, 
extrazellulär, ECM 
PC5 breit 
PC5B: TGN, Endosomen, 
extrazellulär 
letal  
(Essalmani et al., 2006) 
PACE4 breit extrazellulär, ECM 
teilweise embryonal letal; 
starke Missbildungen an Herz und 
Kopf; Defekte im zentralen 
Nervensystem 




(Gyamera-Acheampong et al., 
2006) 
reduzierte Fruchtbarkeit 




keine offensichtlichen Defekte 
(Constam et al., 1996) 
 
 
In den letzten Jahren hat sich immer deutlicher herauskristallisiert, dass die PC-Familie 
nicht nur bei vielen physiologischen Prozessen eine bedeutende Rolle spielt, sondern 
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auch bei einer Reihe von pathologischen Prozessen. Mittlerweile ist klar, dass viele 
bakterielle und virale Pathogene die Prozessierungsmaschinerie ihres Wirts zu ihren 
Gunsten ausnutzen. Die Spaltung des Hüllproteins gp-160 des human immunodeficiency 
virus (HIV) durch Furin oder eine andere PC ist essenziell für die Membranfusion, die 
gleichzeitig die Virusinfektion einleitet. Auch die Hüllproteine von Ebolaviren, 
Influenzaviren, Masern-Viren, SARS-Viren und H5N1-Influenzaviren werden von PCs 
prozessiert (Subbarao et al., 1998; Taylor et al., 2003; Bergeron et al., 2005). Weiterhin 
aktivieren PCs verschiedene bakterielle Toxine wie z. B. das Anthrax-Toxin, das 
Diphterie-Toxin oder das Botulinum-Toxin (Bergeron et al., 2000).  
PCs werden auch mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen und anderen 
krankhaften Prozessen wie z. B. Krebs in Verbindung gebracht. Viele PC-Substrate wie 
z. B. Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Matrixmetalloproteasen oder Integrine 
spielen eine direkte Rolle bei der Tumorentstehung und Metastasierung. In vielen 
Tumoren konnte eine erhöhte PC-Expression nachgewiesen werden. Ebenso zeigen 
mehrere Studien, dass die Aggressivität und Invasivität von Tumoren direkt mit dem 
Expressionsniveau von PCs korreliert (Bassi et al., 2005).  
 
2.2 Regulation/Inhibition von Proproteinkonvertasen 
Da PCs viele zelluläre Prozesse beeinflussen, muss ihre Aktivität sehr genau reguliert 
werden. Interessanterweise sind die zellulären Mechanismen, die an der Regulation 
dieser wichtigen Enzymfamilie beteiligt sind, weitgehend unbekannt. Intrazelluläre pH- 
und Kalziumgradienten sowie die PC-eigenen Prodomänen verhindern eine vorzeitige 
autokatalytische Aktivierung dieser Enzyme (Abschnitt 2.1.1). Die vorzeitige 
Aktivierung von PC2 wird durch das neuroendokrine Protein 7B2 verhindert, dessen 
C-Terminus stark inhibierend wirkt (Martens et al., 1994). Ein weiterer physiologischer 
Regulator von PC2 ist möglicherweise CRES (cystatin-related epididymal 
spermatogenic protein), ein Protease-Inhibitor aus der Familie der Cystatine (Cornwall 
et al., 2003). Das neuroendokrine Protein proSAAS könnte ein endogener Inhibitor von 
PC1/3 sein. Eine Überexpression dieses Vorläuferproteins in AtT-20-Zellen reduziert die 
Prozessierung des PC1/3-Substrates POMC (Fricker et al., 2000). Mehrere Studien 
deuten darauf hin, dass auch Mitglieder aus der Superfamilie der Serpine (Serin-
Protease-Inhibitoren) eine wichtige Rolle bei der zellulären Regulation von PCs spielen 
könnten (Abschnitt 2.3.1). In Drosophila melanogaster wurde ein Serpin identifiziert, 
dessen inhibitorische Eigenschaften und subzelluläre Lokalisation darauf hindeuten, 
dass das Serpin ein physiologischer Regulator der Furin- und PC2-Homologe in 
Drosophila ist (Oley et al., 2004; Osterwalder et al., 2004; Richer et al., 2004). Neuere 
Ergebnisse implizieren, dass das humane Serpin Protease-Inhibitor 8 (PI8, SERPINB8), 
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das in vitro sehr potent Furin inhibiert, die Aktivität von Furin während der Hämostase 
reguliert (Leblond et al., 2006).  
Da PCs in viele pathologische Prozesse involviert sind (Abschnitt 2.1.2), ist die 
Identifikation von PC-Inhibitoren auch von medizinischer Relevanz. In den letzten 
Jahren wurde eine Vielzahl von synthetischen PC-Hemmstoffen entwickelt. Der 
bekannteste und am häufigsten für Funktionsstudien eingesetzte Inhibitor ist dec-
RVKR-cmk. Im Gegensatz zu vielen anderen Inhibitoren kann dec-RVKR-cmk 
aufgrund seines hydrophoben Ankers leicht die Zellmembran passieren. Mit diesem 
Inhibitor ist es u. a. gelungen, die PC-vermittelte Prozessierung von HIV-gp-160 zu 
unterdrücken (Hallenberger et al., 1992). Für pharmakologische Anwendungen ist 
dieser Inhibitor allerdings ungeeignet, da er sehr stark cytotoxisch wirkt. Ein weiterer 
Nachteil ist seine mangelnde Selektivität. Dec-RVKR-cmk unterdrückt die Aktivität 
aller Kexin-ähnlichen PCs. Da PCs aber an vielen physiologisch wichtigen Prozessen 
beteiligt sind, könnte eine generelle Blockade ihrer Aktivität äußerst schädlich sein 
(Bergeron et al., 2000). Hinsichtlich Selektivität und Toxizität sind kurze polybasische 
Peptide deutlich vielversprechendere Hemmstoffe. Es wurde gezeigt, dass kurze 
Peptide, bestehend aus neun Argininen, die PCs Furin und PACE4 mit Ki-Werten im 
nanomolaren Bereich inhibieren. Die Affinität dieser Peptide für PC1/3 ist deutlich 
geringer (Ki = 2,5 µM), und PC2 wird gar nicht gehemmt (Cameron et al., 2000). Auch 
mit diesen Polyargininen ist es gelungen, die Prozessierung von HIV-gp-160 
einzudämmen (Kibler et al., 2004). Neben diesen synthetischen Inhibitoren wurden 
auch viele Hemmstoffe auf der Basis von Proteinen entwickelt. Der bekannteste unter 
ihnen ist das Serpin α1-Antitrypsin-Portland (α1-PDX). Bei diesem Serpin handelt es 
sich um eine genetisch modifizierte Variante des humanen Elastaseinhibitors α1-
Antitrypsin (SERPINA1), bei dem durch ortsspezifische Mutagenese zwei Aminosäuren 
in der reaktiven Schleife durch basische Aminosäuren ersetzt wurden (Anderson et al., 
1993) (Abschnitt 2.3.1). Was die Selektivität dieses Serpins anbelangt, so widersprechen 
sich die Studien teilweise. Die ursprünglichen Entwickler berichten, dass α1-PDX ein 
relativ spezifischer Inhibitor von Furin ist und z. B. PACE4, PC2 und PC7 gar nicht 
inhibiert (Jean et al., 1998). Dem stehen die Ergebnisse einer japanischen Arbeitsgruppe 
gegenüber, die auf Basis von Ratten-α1-Antitrypsin einen ähnlichen Hemmstoff 
entwickelt hat. Dieses „Ratten“-α1-PDX inhibiert sowohl Furin, PACE4 als auch PC5 




Die Superfamilie der Serpine, von der zurzeit ca. 1500 Mitglieder bekannt sind, kommt 
in allen Domänen des Lebens (Bakterien, Archaeen und Eukaryoten) und ebenso in 
Viren vor (Gettins, 2002b; Law et al., 2006). Die Serpine der Vertebraten werden in 16 
Klassen (Klassen A bis P) (Irving et al., 2000) oder alternativ in sechs Gruppen 
eingeteilt (Ragg et al., 2001). Letzteres Klassifikationssystem basiert auf der 
hochkonservierten, gruppenspezifischen Exon-Intron-Struktur der Serpingene. 
Die überwiegende Zahl der etwa 40–60 kD großen Proteine inhibiert spezifisch und 
irreversibel Serinproteasen. Für die Inhibition ihrer Zielenzyme nutzen Serpine einen 
einzigartigen Selbstmord-Mechanismus, der in der Ausbildung von irreversiblen 
Komplexen aus Inhibitor und Zielenzym endet. Diese Komplexe sind SDS- und 
hitzestabil und können durch Western-Blot nachgewiesen werden (Gettins, 2002b). Ein 
außergewöhnliches Kennzeichen der Serpin-Protease-Interaktion ist die gravierende 
Konformationsänderung des Inhibitors, insbesondere die der reaktiven Schleife 
(reactive site loop, RSL). Dieser hochflexible und an der Oberfläche des Serpins 
exponierte Strang bestimmt maßgeblich die Proteasespezifität des Serpins und wird der 
Zielprotease als Pseudosubstrat präsentiert. Nach der anfänglichen Acylierungsreaktion, 
die in der Freisetzung des C-Terminus resultiert, wird das katalytische Zentrum der 
Protease irreversibel deformiert (Huntington et al., 2000; Gettins, 2002b; Dementiev et 
al., 2006). Durch diese Deformation wird eine Deacylierungsreaktion, die die 
Freisetzung der Protease zur Folge hätte, verhindert. Inhibitorische Serpine regulieren 
vielfältige proteolytische Prozesse wie z. B. die Blutgerinnung, Fibrinolyse, Apoptose 
oder Nekrose (Silverman et al., 2001; Gettins, 2002b; Luke et al., 2007). Neben diesen 
Serinprotease-Antagonisten beinhaltet die strukturell hochkonservierte Serpin-
Superfamilie aber auch Cysteinprotease-Inhibitoren und nicht inhibitorische Serpine. 
Nicht inhibitorische Serpine üben ganz unterschiedliche Funktionen aus, dazu gehören 
z. B. der Hormontransport, die Tumorsuppression oder auch die Blutdruckregulation. 
Trotz dieser funktionellen Unterschiede und einer Aminosäure-Identität von zuweilen 
nur 30 % haben alle Mitglieder der Serpin-Familie die gleiche Tertiärstruktur, die immer 
aus drei β-Faltblättern (sA–sC) und acht bis neun α-Helices (hA-hI) besteht 
(Abbildung 3) (Gettins, 2002b). 
 
Entscheidend für die Inhibitionsreaktion sind ein exponierter RSL und das β-Faltblatt A. 
Nach der Spaltung der P1/P1’-Bindung des RSLs durch die Protease wird der 
N-terminale Bereich des RSLs in das β-Faltblatt A des Inhibitors eingelagert. Dieser 
N-terminale Bereich ist bei den meisten Serpinen 17 Aminosäuren lang. Durch die 
Einlagerung wird die kovalent über eine Esterbindung verbundene Protease an den 
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entgegengesetzten Pol des Inhibitors verlagert (Abbildung 3 B) (Stratikos & Gettins, 
1999). Die gespaltene Serpin-Konformation (relaxed, R) ist thermodynamisch deutlich 
stabiler als die metastabile, RSL-exponierte Konformation (stressed, S) (Silverman et 
al., 2001). Neben diesen beiden Konformationen gibt es noch die so genannte latente 
Serpin-Konformation, bei der der ungespaltene RSL in das β-Faltblatt des Inhibitors 
inseriert ist (Abbildung 3 C). Vom thermodynamischen Gesichtspunkt aus gesehen liegt 
diese Konformation zwischen derjenigen von R- und S-Form. „Latente“ Serpine können 





Abbildung 3: Serpinstruktur und Konformationsänderungen. (A) Dargestellt ist α1-Antitrypsin 
(PDB-Struktur: 1QLP) in seiner aktiven, RSL-exponierten Konformation (S-Konformation). Helices sind 
gelb, β-Faltblätter rot (sA), blau (sB) und grün (sC) gekennzeichnet. Der RSL ist schwarz bzw. lila 
(Hinge-Region) eingefärbt. Die Proteasespaltstelle (P1-P1’) ist in der Kalottendarstellung gezeigt. 
Weiterhin gekennzeichnet sind die Breach-Region und die Shutter-Region, die für die Insertion des RSLs 
zwischen die Stränge s3A und s5A wichtig sind. (B) α1-Antitrypsin im Komplex mit Elastase 
(PDB-Struktur: 2D26); die kovalente Bindung zwischen dem P1-Methionin des Inhibitors und dem Ser195 
der Protease ist als Kalottendarstellung gezeigt. (C) Latente Konformation des Serpins PAI-1 (PDB-
Struktur: 1DVN). Die P1-P1’-Positionen sind als Kalotten dargestellt. Die Abbildungen wurden mit dem 
Swiss-PDB-Viewer erstellt.  
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Der latente Zustand wurde zum ersten Mal in einer Kristallstruktur von Plasminogen-
Aktivtor-Inhibitor-1 (PAI-1, SERPINE1) entdeckt (Mottonen et al., 1992). Unter 
physiologischen Bedingungen geht PAI-1 innerhalb von wenigen Stunden von der S-
Form in die latente Form über, wodurch seine Aktivität zeitlich begrenzt wird (Hekman 
& Loskutoff, 1985). 
 
Der Übergang von der S-Form in die R-Form ist ein integraler Bestandteil des 
Inhibitionsmechanismus von Serpinen. Diese Konformationsänderung wird durch 
verschiedene Regionen im Serpin kontrolliert und moduliert (Abbildung 3). Bei 
inhibitorischen Serpinen ist die so genannte Hinge-Region (P15-P9) hochkonserviert. 
P15 ist meistens ein Glycin und P14 ein Threonin oder ein Serin. Die Positionen P12–
P9 sind allesamt mit kleinen Aminosäuren besetzt. Die Hinge-Region ermöglicht eine 
schnelle und effiziente Insertion des RSLs in das β-Faltblatt A (Hopkins et al., 1993). 
Bei den meisten nicht inhibitorischen Serpinen ist diese Region nicht konserviert. 
Häufig treten große Aminosäuren auf, die eine effiziente und schnelle Insertion des 
RSLs verhindern (Gettins, 2002b). Die Breach- und die Shutter-Region sind zwei 
weitere stark konservierte Regionen, die für den Übergang von der S-Form in die 
R-Form wichtig sind. Die Breach-Region, die oberhalb des β-Faltblatts A lokalisiert ist, 
ist die Region, in der die Insertion des RSLs beginnt. Die Shutter-Region liegt in der 
Nähe des Zentrums von β-Faltblatt A. Zusammen mit der Breach-Region ermöglicht sie 
die Öffnung des β-Faltblatts, so dass der RSL inserieren kann (Whisstock et al., 2000).  
 
Voraussetzung für eine erfolgreiche Inhibition der Protease ist eine schnelle Insertion 
des RSLs. Bei unphysiologischen Interaktionen oder bei mutierten Serpinen ist die 
RSL-Verlagerung langsamer als die konkurrierende Deacylierungsreaktion. Dies hat zur 
Folge, dass das Serpin als Substrat der Protease fungiert. Die beiden 
Konkurrenzreaktionen werden über den Branched-Pathway-Mechanismus beschrieben 
(Abbildung 4) (Huntington et al., 2000; Gettins, 2002b). Über die 
Geschwindigkeitskonstanten des Branched-Pathway ist auch der SI-Wert (stoichiometry 
of inhibition) definiert: SI = (k3 + k4) / k4. Der SI-Wert gibt an, wie viele Moleküle 
Serpin benötigt werden, um ein Molekül Zielenzym zu inhibieren. Reaktionen von 














Abbildung 4: Branched-Pathway-Mechanismus von Serpinen. Bei der Interaktion von Protease (E) 
und Serpin (I) bildet sich zunächst ein nicht-kovalenter Michaelis-Komplex (E?I) aus. Dieser Komplex 
kann dissoziieren oder nach Spaltung der P1-P1’-Bindung in ein kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat 
übergehen [E-I]. Für das Acyl-Enzym-Intermediat gibt es zwei Wege: Bei der irreversiblen Inhibition 
wird das katalytische Zentrum der Protease durch Einlagerung des RSLs in das β-Faltblatt irreversibel 
deformiert; das Resultat ist ein kovalenter Komplex (E-I+). Alternativ kann auch ein nicht inhibitorischer 
Weg eingeschlagen werden: Wenn die Geschwindigkeit der RSL-Insertion (k4) viel kleiner ist als die 
konkurrierende Deacylierungsreaktion (k3), fungiert das Serpin als Substrat (I*), was mit der Freisetzung 
der aktiven Protease einhergeht. Die Abbildung wurde aus der Literatur übernommen (Huntington et al., 
2000) und modifiziert.  
 
2.3.1 Serpine als Inhibitoren von Proproteinkonvertasen 
Die Proteasespezifität von Serpinen wird vorwiegend durch die Aminosäuresequenz des 
RSLs bestimmt. Zahlreiche Mutagenesestudien und Analysen natürlich vorkommender 
Serpin-Mutanten zeigten, dass dabei die Positionen in der benachbarten Umgebung der 
Proteasespaltstelle – allen voran die P1-Position, an die die Protease bindet – besonders 
wichtig für die Zielspezifität des Serpins sind (Gettins, 2002b). Ein Beispiel hierfür ist 
die Pittsburgh-Variante des Serpins α1-Antitrypsin, die zum ersten Mal bei einem 
Patienten mit starken Blutungen nachgewiesen wurde (Owen et al., 1983). Das 
physiologische Target von α1-Antitrypsin, dessen P1-Position mit einem Methionin 
besetzt ist, ist die neutrophile Elastase. Die Pittsburgh-Variante besitzt an der Position 
P1 ein Arginin. Diese Mutation führt dazu, dass die neutrophile Elastase nur noch 
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schwach inhibiert wird. Stattdessen inhibiert die Mutante sehr stark Thrombin, das 
zentrale Enzym der Blutgerinnung.  
Die Möglichkeit, die Spezifität von Serpinen durch ortsspezifische Mutagenese gezielt 
zu verändern, wurde im Jahre 1993 dazu genutzt, auf der Basis von humanem 
α1-Antitrypsin (A355-I-P-M358↓) durch Veränderung der Positionen P1 und P4 einen sehr 
effizienten Furin-Hemmstoff (R355-I-P-R358↓) zu erzeugen (Anderson et al., 1993). 
Dieses als α1-PDX designierte „Designer“-Serpin hemmt neben Furin auch noch PC5. 
Allerdings fungiert ein großer Anteil von α1-PDX als PC5-Substrat (Anderson et al., 
1993). In der Zwischenzeit wurde vielfach gezeigt, dass durch Transfektion oder 
exogene Zugabe von α1-PDX die Prozessierung zahlreicher PC-Substrate eingedämmt 
werden kann (Jean et al., 2000; Khatib et al., 2002; Basak, 2005). Diese Studien waren 
nicht nur aus pharmakologischer Sicht interessant, sie lieferten auch den wichtigen 
Hinweis, dass Serpine möglicherweise als physiologische Inhibitoren von PCs in Frage 
kommen. Im Jahre 1998 wurde in einer in-vitro-Interaktionsstudie gezeigt, dass das 
humane Serpin PI8 Furin mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit inhibiert 
(Dahlen et al., 1998). Dieses Serpin besitzt in seinem RSL mehrere basische 
Aminosäuren und gehört zur Klasse B der Vertebraten-Serpine. Serpine dieser Klasse 
besitzen kein N-terminales Signalpeptid und sind daher nicht wie PCs im sekretorischen 
Pfad lokalisiert. Daher ist unklar, ob diese in vitro nachgewiesene Interaktion von 
physiologischer Relevanz ist. Eine neuere Studie deutet aber darauf hin, dass PI8 
möglicherweise eine Rolle bei der Regulation der Furin-Aktivität während der 
Hämostase spielt (Leblond et al., 2006). Die Autoren zeigen, dass der Inhibitor in 
Thrombozyten exprimiert wird und nach deren Aktivierung über einen bislang noch 
ungeklärten Mechanismus in den extrazellulären Raum gelangt, wo er SDS-stabile 
Komplexe mit einer löslichen Form von Furin bildet. PI8 ist bislang das einzige 
natürliche Vertebraten-Serpin mit nachgewiesener PC inhibierender Aktivität.  
Der bislang potenteste Furin-Inhibitor stammt aus der Fruchtfliege Drosophila 
melanogaster. Im Jahre 2002 wurde gezeigt, dass durch alternatives Splicen des 
Dm-Spn4-Gens mehr als zehn verschiedene Spn4-mRNAs generiert werden. Diese 
Transkripte kodieren für acht verschiedene Proteinisoformen mit jeweils vier 
unterschiedlichen RSLs und unterschiedlicher intra- und extrazellulärer Lokalisation 
(Krüger et al., 2002). Eine dieser Isoformen, das Serpin Dm-Spn4A, ist von einem 
N-terminalen Signalpeptid und einem C-terminalen ER-Retentionssignal (HDEL) 
flankiert. Ebenso wie die intrazelluläre Isoform Spn4E besitzt diese Isoform in ihrem 
RSL mehrere basische Aminosäuren (Positionen P1, P2, P3 und P4). Dm-Spn4A und 
Dm-Spn4E inhibieren in vitro sehr effizient humanes Furin (Oley et al., 2004; 
Osterwalder et al., 2004; Richer et al., 2004). Ebenso hemmen sie das Dm-PC2-
Homolog (Richer et al., 2004) und bilden SDS-stabile Komplexe mit den Drosphila-
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Furin-Homologen Dfurin1 und Dfurin2 (Brüning et al., 2007). Durch 
massenspektrometrische Analysen konnte nachgewiesen werden, dass die PC-Spaltung 
C-terminal von der Sequenz RRKR↓ im RSL erfolgt. Vieles deutet darauf hin, dass die 
Isoform Dm-Spn4A ein physiologischer Inhibitor von PCs in Drosophila melanogaster 
ist. Durch Kotransfektionsstudien konnte gezeigt werden, dass Dm-Spn4A die 
Prozessierung des Furin-Substrates Apolipoprotein in Insektenzellen unterdrückt 
(Brüning et al., 2007). Nach Überexpression von Dm-Spn4A in neuronalen Zellen 
zeigten die Fliegen einen Phänotyp, der eine gestörte Prozessierung von Neuropeptiden 
impliziert (Osterwalder et al., 2004). Immunfluoreszenzstudien von COS-7-Zellen, die 
transient Dm-Spn4A exprimierten, zeigten, dass der Inhibitor im ER lokalisiert ist. Eine 
Deletion des Signals bewirkte, dass das Serpin von transfizierten COS-7 Zellen 
sekretiert wurde, wohingegen die natürliche Variante mit HDEL-Signal im Zellinnern 
zurückgehalten wurde. Die Ergebnisse der Ko- und Überexpressionsstudien sowie die 
subzelluläre Lokalisation von Dm-Spn4A gehen konform mit einer generellen Rolle des 
Serpins als Inhibitor von PCs im sekretorischen Pfad. Die neueren Untersuchungen zur 
Funktion des intrazellulären Furin-Inhibitors PI8 deuten darauf hin, dass die 
intrazelluläre Spn4-Variante Dm-Spn4E ebenso eine physiologische Rolle bei der 
Regulation der PC-Aktivität spielen könnte, wenn auch nicht im vesikulären System des 
sekretorischen Pfades.  
 
2.4 Serpine und Proproteinkonvertasen in Branchiostoma  
Der Cephalochordat Branchiostoma lanceolatum (Amphioxus, Lanzettfischchen) wird 
nach den Tunicaten als der engste noch lebende Verwandte der Vertebraten angesehen 
(Delsuc et al., 2006). Aufgrund seiner nahen Verwandtschaft zu Vertebraten ist 
Branchiostoma ein beliebter Modellorganismus zur Erforschung entwicklungs- und 
evolutionsbiologischer Zusammenhänge. Vom anatomischen Standpunkt aus betrachtet 
ist das im Meer lebende Lanzettfischchen den niederen Vertebraten sehr ähnlich, 
allerdings ist es deutlich weniger komplex aufgebaut (Abbildung 5). Statt eines Gehirns 
besitzt Branchiostoma z. B. nur eine Ansammlung von Neuronen. Branchiostoma hat 
keine Knochen, kein richtiges Herz, keine Blutkapillaren, kein Hämoglobin und keine 
Erythrocyten. Der einfache Körperbau spiegelt sich ebenso in der geringen Komplexität 
seines Genoms wider (Furlong & Holland, 2002; Holland et al., 2004).  
In Branchiostoma californiensis konnten drei PC-Gene identifiziert werden. Zwei dieser 
Gene weisen eine hohe Aminosäureidentität zu den Säuger-PCs PC1/3 und PC2 auf, 
weshalb davon ausgegangen wird, dass es sich bei diesen Genen (aPC1/3 und aPC2) um 
Orthologe der neuroendokrinen Vertebraten-PCs handelt (Oliva et al., 1995). Das dritte 
PC-Gen (aPC6) von Branchiostoma kodiert für drei verschieden PC-Isoformen (aPC6A, 
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aPC6B, aPC6C) deren konservierter Bereich am stärksten mit dem des Vertebraten-
PC6-Gens übereinstimmt. Allerdings ist die Übereinstimmung mit Vertebraten-PACE4 
und -Furin nur geringfügig niedriger, weshalb das aPC6-Gen auch das Orthologe dieser 




Abbildung 5: Schematischer Vergleich des Cephalochordaten Branchiostoma mit einem  primitiven 
Vertebraten. Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen (Finnerty, 2000) und modifiziert. 
 
 
Neben PC-Genen wurden in Branchiostoma auch mehrer Serpin-Gene identifiziert: Mit 
Hilfe eines RT-PCR-Ansatzes mit degenerativen Primern konnte gezeigt werden, dass 
Branchiostoma lanceolatum mindestens fünf unterschiedliche Serpine exprimiert 
(O. Krüger, AG Zelluläre Genetik, nicht publizierte Daten). Zwei dieser Serpine 
(Bl-Spn1 und Bl-Spn2) sind mit einem C-terminalen ER-Retentionssignal ausgestattet, 
weshalb sie als „Wächter“ des sekretorischen Pfades in Frage kommen. Allerdings sind 
die RSL-Sequenzen dieser beiden Serpine stark unterschiedlich. Bl-Spn1 besitzt an den 
mutmaßlichen P2/P1-Positionen basische Aminosäuren, Bl-Spn2 dagegen hydrophobe 
Aminosäuren (Abbildung 6).  
 
        P15    P9      P1                  




Abbildung 6: Vergleich der RSL-Sequenzen von Bl-Spn1 und Bl-Spn2. Das Alignment wurde mit 
CLUSTALW erstellt. Identische Aminosäuren sind invertiert (weiß auf schwarz) dargestellt. Die 
mutmaßlichen P2/P1-Positionen sind durch Boxen gekennzeichnet. 
 
 
Bl-Spn1 wurde von Ulf Tödtmann im Rahmen seiner Doktorarbeit rekombinant in 
E. coli exprimiert und in aktiver Form gereinigt (Tödtmann, 2004). Er konnte 
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nachweisen, dass Bl-Spn1 SDS-stabile Komplexe mit der Serinprotease Thrombin 
bildet. Allerdings war die Interaktion sehr langsam, und ein Großteil des Serpins 
fungierte als Substrat der Protease. Es wurden Antiseren gegen Bl-Spn1 gewonnen, mit 
denen das Serpin in den Extrakten von B. lanceolatum als 62 kD großes Protein 
nachgewiesen werden konnte. Ebenso konnte in den Extrakten ein 97 kD großes Protein 
detektiert werden, das möglicherweise Bl-Spn1 im Komplex mit einer natürlichen 
Zielprotease repräsentiert (Tödtmann, 2004). Die physiologische Funktion von Bl-Spn1 
ist bislang unklar. Die Präsenz basischer Aminosäuren im RSL und das C-terminale 
KDEL-Retentionssignal deuten allerdings darauf hin, dass Bl-Spn1 eine Rolle bei der 
Regulation PC-ähnlicher Proteasen in Branchiostoma spielen könnte. 
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3 Ziele der Arbeit 
Vor kurzem wurde gezeigt, dass das Serpin Dm-Spn4A aus Drosophila melanogaster 
sehr effizient PCs hemmt und mit diesen im sekretorischen Pfad kolokalisiert. Bislang 
ist unklar, ob auch Vertebraten die inhibitorische Aktivität von Serpinen zur Regulation 
von PCs im sekretorischen Pfad nutzen. In Branchiostoma, einem nahen Verwandten 
der Wirbeltiere, wurde kürzlich ein Serpin (Bl-Spn1) identifiziert, das aufgrund seiner 
basischen Aminosäuren im RSL und wegen seines C-terminalen ER-Retentionssignals 
(KDEL) als „Wächter“ von PCs im sekretorischen Pfad in Frage kommt.  
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob PCs Zielenzyme des 
Branchiostoma-Serpins sind. Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollten 
Komplexierungstests und kinetische Analysen mit verschiedenen PCs durchgeführt wer-
den. Durch Massenspektrometrie sollte weiterhin die Spaltstelle der Zielenzyme von 
Bl-Spn1 identifiziert werden. Eine weitere Zielsetzung war es, herauszufinden, ob das 
KDEL-Motiv von Bl-Spn1 funktionell ist und das Serpin somit im sekretorischen Pfad 
zurückgehalten wird. Da Branchiostoma ein interessanter Modellorganismus für die 
Erforschung der Evolution von Vertebraten ist, war weiterhin die Aufklärung der 
Organisation des Bl-Spn1-Gens von Interesse. 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Analyse des neuen humanen Serpins SERPINE3, 
dessen Expression im Jahre 2006 im Rahmen einer PCR-Studie postuliert wurde. 
SERPINE3 weist wie Bl-Spn1 eine klassische PC-Erkennungssequenz im RSL auf. Die 
tatsächliche Expression dieses neuen Serpins war allerdings unklar, da die Sequenz für 
SERPINE3 lediglich aus dem Humangenom abgeleitet worden war. Es sollte zunächst 
untersucht werden, ob SERPINE3 exprimiert wird. Zur Untersuchung dieser 
Fragestellung sollte die cDNA-Sequenz von SERPINE3 isoliert werden. Weiterhin 
sollten Antikörper gegen das Serpin gewonnen werden, so dass die Expression von 
SERPINE3 auf Proteinebene analysiert werden konnte. Hierfür sollte das Protein in 
ausreichenden Mengen in rekombinanter Form produziert werden. Durch 
Lokalisations-, Interaktions- und weitere Studien sollte darüber hinaus die Funktion 
dieses neuen Serpins beleuchtet werden.  
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4 Material und Methoden 
4.1 Material 
Alle im Folgenden nicht aufgeführten Chemikalien wurden in höchst möglichem Rein-
heitsgrad von den Firmen Merck, Roth, Roche Diagnostics, Sigma oder Serva bezogen. 
Spezialchemikalien, Enzyme, Antikörper, Primer und Kits sowie weitere Materialien 
sind im Text aufgeführt oder dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8). Für die Herstel-
lung von Lösungen wurde Reinstwasser (dH2O) verwendet (Milli®-Q-Anlage, 
Millipore). Alle Versuche wurden mit sterilen Gefäßen und Pipettenspitzen durchge-
führt. Medien für Bakterien und Lösungen, die für enzymatische Versuche benötigt 
wurden, wurden durch Autoklavieren oder Filtration sterilisiert. 
 
4.2 Mikrobiologische Methoden 
4.2.1 Kultivierung von Escherichia coli-Stämmen 
Die Anzucht von E. coli-Stämmen erfolgte in LB-Medium, das nach Bedarf mit 
Ampicillin oder Kanamycin versetzt wurde (Tabelle 2). Für molekularbiologische 
Arbeiten wurde der Stamm TOP10 verwendet. Die Expression rekombinanter 
Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine erfolgte im Stamm BL21(DE3) 
(Tabelle 2). Die Kulturen wurden auf Festmedium, in Roller- oder Schüttelkulturen bei 
220 rpm und 37 °C über Nacht inkubiert. Als Ausgangsmaterial für Flüssigkulturen 
dienten Einzelkolonien von Kulturplatten. Für die Langzeitlagerung von E. coli-
Stämmen wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurde das Pellet einer 2 mL-Kultur 
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Tabelle 2: Bakterienstämme und Medien 
Bakterienstämme und Medien Zusammensetzung 
E. coli TOP10 (Invitrogen) 
F- mcrAΔ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
deoR araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG 
E. coli BL21(DE3) 
(Novagen) 
F- ompT hsdSB(rB- mB- ) gal dcm (DE3) 
LB-Medium 
(Lennox L Broth Base) 
1 % (w/v) Trypton/Pepton (Roth, #8952.2) 
0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt (DIFCO, #0127-17-9) 
0,5 % (w/v) NaCl 
LB-Medium-Amp LB-Medium mit 100 µg/mL Ampicillin (Roth, #K029.2) 
LB-Medium-Kan LB-Medium mit 30 µg/mL Kanamycin (Invitrogen, #11815) 
LB-Agar (Lennox L Agar)  
1 % (w/v) Trypton/Pepton  
0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt 
0,5 % (w/v) NaCl 
1,2 % (w/v) Agar (Sigma, #A-7002) 
LB-Agar-Amp LB-Agar mit 100 µg/mL Ampicillin 
LB-Agar-Kan LB-Agar mit 30 µg/mL Kanamycin 
SOC-Medium 
0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt 
2 % (w/v) Trypton 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
10 mM MgSO4 
2 mM Glukose 
Die Medien wurden in dH2O angesetzt und durch Autoklavieren sterilisiert. Antibiotika wurden nach 
Abkühlen der Lösungen zugesetzt. 
 
4.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach der CaCl2-Methode 
(Sambrook & Russel, 2001). Hierzu wurden 250 mL LB-Medium mit 10 mL einer 
frischen Übernachtkultur beimpft und die Zellen bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,5 
kultiviert. Nach 10-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (4 °C, 
4000 × g, 10 min) und in 65 mL einer eiskalten MgCl2-Lösung (100 mM) resuspendiert. 
Nach 5-minütiger Inkubation auf Eis wurde die Suspension erneut zentrifugiert und das 
Pellet in 13 mL einer CaCl2-Lösung (100 mM) resuspendiert. Nach einer letzten 
Inkubationsperiode auf Eis (20 min) wurden die Bakterien abzentrifugiert, in 2,6 mL 
85 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerin aufgenommen und in 50 µL-Aliquots bei -80 °C 
gelagert. 
Für die Transformation wurde ein 50 µL-Aliquot mit 100-300 ng Plasmid-DNA für 
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 s bei 42 °C) wurden die Zellen 
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für 4 min auf Eis inkubiert, anschließend mit 750 µL SOC-Medium (Tabelle 2) 
vermischt und bei 37 °C für eine Stunde unter Schütteln inkubiert. Es wurden verschie-
dene Volumina auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgestrichen und die Platten über 
Nacht bei 37 °C inkubiert.  
 
4.3 Molekularbiologische Methoden 
4.3.1 RNA-Isolierung aus tierischen Zellen 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus tierischen Zellen erfolgte mit TRIZOL, einer 
monophasischen Lösung, bestehend aus Guanidiniumthiocyanat und Phenol 
(Chomczynski, 1993). Für die RNA-Isolierung wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und anschließend in 1 mL TRIZOL (Tabelle 3) pro 10 cm2 Kulturoberfläche 
resuspendiert. Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden 
unlösliche Bestandteile durch Zentrifugation (10 min, 12000 × g, 4 °C) entfernt. Der 
Überstand wurde in ein neues Gefäß überführt, mit 200 µL Chloroform – 
Isoamylalkohol (24:1) je mL TRIZOL versetzt und die Proben anschließend 2 min 
heftig geschüttelt. Nach Zentrifugation (15 min, 12000 × g, 4 °C) wurde die obere 
wässrige Phase vorsichtig in ein neues Gefäß überführt und der Chloroform-Schritt so 
lange wiederholt, bis keine weiße Interphase mehr sichtbar war. Zur Fällung der RNA 
wurde die Lösung mit einem halben Volumen Isopropanol gemischt, 10 min bei RT 
inkubiert und anschließend zentrifugiert (s. o.). Das Pellet wurde zweimal mit 70 % 
Ethanol gewaschen (5 min Inkubation, 5 min Zentrifugation), die RNA bei 
Raumtemperatur für ca. 10 min getrocknet und anschließend in DEPC-Wasser gelöst. 
Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert. 
 
Tabelle 3: Lösungen für die RNA-Isolierung mit TRIZOL 
Lösung Zusammensetzung 
TRIZOL 
3,05 g Ammoniumthiocyanat  
9,44 g Guanidiniumthiocyanat 
5,75 mL Glycerin 
3,33 mL 3 M Natriumacetat (NaAc), pH 8,0 
40 mL DEPC-Wasser 
pH 5,0 einstellen mit Essigsäure und autoklavieren 
38 mL Roti®-Aqua-Phenol (Roth, #A980.1) 
DEPC-Wasser 0,1 % (v/v) DEPC in Wasser, 1 h rühren, autoklavieren 
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4.3.2 Reverse Transkription 
Bei der Reversen Transkription wird RNA mit RNA-abhängigen DNA-Polymerasen in 
cDNA (copy-DNA) umgeschrieben. Für die Reverse Transkription wurde das RevertAid 
H Minus M-MuLV RT-Kit (Fermentas, #K1631) mit Oligo(dT)18-Primern nach den 
Herstellerangaben verwendet (Fermentas, 2004). Die im Kit enthaltene Reverse 
Trankriptase ist eine genetisch modifizierte Version der Reversen Transkriptase des 
Moloney-Maus-Leukämie-Virus. Für jede Reaktion wurden standardmäßig 5 µg Ge-
samt-RNA eingesetzt.  
4.3.3 Isolierung genomischer DNA aus Branchiostoma lanceolatum 
Zur Isolierung genomischer DNA aus adulten Lanzettfischchen (Branchiostoma 
lanceolatum) wurde das DNeasy Tissue Kit der Firma Qiagen (#69504) entsprechend 
den Herstellerangaben verwendet (Qiagen, 2004). Die Tiere (Alfred-Wegener-Institut 
für Polar- und Meeresforschung, Helgoland) wurden lebendig in Meerwasser geliefert 
und direkt nach Erhalt in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
Für die Isolierung wurde ein Tier mit einem Mörser unter flüssigem Stickstoff zu feinem 
Pulver zerstoßen und 25 mg Gewebe mit Proteinase K enzymatisch über Nacht 
aufgeschlossen (Qiagen, 2004). Anschließend wurde die genomische DNA selektiv an 
eine Silikamembran gebunden, gewaschen und mit 200 µL Elutionspuffer eluiert.  
4.3.4 Polymerasekettenreaktion  
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein in-vitro-Verfahren zur exponentiellen 
Vervielfältigung definierter DNA-Abschnitte (Saiki et al., 1985). Die Methode wurde 
zur Amplifikation gezielter Bereiche von cDNA und genomischer DNA und zur 
gerichteten Einführung von Mutationen in Template-DNAs eingesetzt. 
Für die meisten PCRs wurden der in Tabelle 4 beschriebene PCR-Ansatz und das in 
Tabelle 5 dargestellte Programm verwendet. Wenn die Sequenz-Integrität der 
Amplifikate entscheidend war, wurde Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus als 
Syntheseenzym eingesetzt, da diese Polymerase über eine 3’-5’-Korrekturlesefunktion 
verfügt (Lundberg et al., 1991). Analytische PCRs wurden mit Taq-Polymerase aus 
Thermus aquaticus durchgeführt. Zur Bestimmung von Primer-Annealing-Temperaturen 
(TA) wurde das Programm Oligo Analyzer 3.0 verwendet (Abschnitt 8.4). Die 
Primersequenzen sind im Anhang aufgeführt (Abschnitt 8.2). 
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Tabelle 4: Standard-PCR-Ansatz 
Komponente Konzentration der Stammlösung Volumen 
Template 
cDNA: 250 ng/µL 
Plasmid-DNA: ca. 0,3-0,5 ng/µL 
genomische DNA: ca. 180 ng/µL 
1 µL 
10 × Puffer  
(PeqLab, #01-1020) 
(Promega, #M774) 
10 × 5 µL 
Primer  10 µM je 2 µL 
dNTPs (Fermentas, #R0181) 10 mM je dNTP 1 µL 
 Polymerase  
Taq (PeqLab, #01-1020) 
Pfu (Promega, #M774) 
Taq: 5 U/µL 
Pfu: 2,5 U/µL 
0,5 µL 
H2O  ad 50 µL 
 
 
Tabelle 5: Standard-PCR-Programm 
Zyklenzahl Zeit  Temperatur Schritt 
1 × 3 min 95 °C 1. Denaturierung 
25-40 × 
30 s  
30-40 s 







1 × 10 min 72 °C Finale Elongation 
1 × ∞ 4 °C Lagerung 
 
 
Die Einführung gezielter Punktmutationen erfolgte in Anlehnung an die QuickChange 
Site®-Directed Mutagenesis-Methode von Stratagene (Stratagene, 2004). Diese Methode 
nutzt komplementäre Primerpaare, die die gewünschten Mutationen mittig, flankiert von 
jeweils 15-20 komplementären Nukleotiden, tragen.  
 
Tabelle 6: Mutagenese-PCR 
Mutagenese-PCR-Ansatz Mutagenese-PCR-Programm 
50 ng Plasmid-DNA 
5 µL 10 × Pfu-Puffer 
250 ng je Primer 
1 µL Pfu-Polymerase 
1 µL dNTPs (je 10 mM) 
ad 50 µL mit H2O  
3 min bei 95 °C                   1 × 
 
30 s bei 95 °C 
1 min bei 55 °C                  18 × 
2 min/kb bei 72 °C 
 
10 min bei 72 °C                 1 × 
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Jeder Strang des zirkulären Parentalplasmids wird, ausgehend von den Primern, mit 
Hilfe einer Proofreading-Polymerase kopiert, so dass jeder neu synthetisierte Plasmid-
Strang die gewünschte Mutation enthält (Tabelle 6). Im Anschluss an die PCR wird die 
methylierte, nicht-mutierte Parental-DNA durch Verdau mit DpnI (10 U, 1 h bei 37 °C) 
abgebaut und 5 µL des Ansatzes in kompetente Bakterien transformiert 
(Abschnitt 4.2.2). 
4.3.5 Agarosegelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten 
Nukleinsäuren lassen sich mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese entsprechend ihrer 
Größe auftrennen. Im elektrischen Feld wandern die aufgrund ihres 
Phosphodiesterrückgrates negativ geladenen Moleküle zur Anode. 
 
Tabelle 7: Puffer und Reagenzien für die Agarosegelelektrophorese 
Puffer/Reagenz Zusammensetzung 
TAE-Puffer 
40 mM Tris 
40 mM Natriumacetat (NaAc) 
1 mM EDTA, pH 8,0 
10 × DNA-Ladepuffer 
50 % (v/v) Glycerin 
0,1 % (w/v) Bromophenolblau 
0,1 % (w/v) SDS 
0,1 M EDTA 
in 10 x TAE-Puffer 
DNA-Größenstandards 
GeneRulerTM 1 kb DNA-Leiter (Fermentas, #SM0312) 
100 Bp DNA-Leiter (Genecraft, # GC-015-004) 
MOPS-Puffer 
10 mM MOPS 
4 mM NaAc 
0,5 mM EDTA, pH 7,0 
RNA-Ladepuffer 
0.15 % (v/v) 10 x MOPS-Puffer 
0,19 % (v/v) Formaldehyd 
0,66 % (v/v) Formamid 
Formaldehyd-Gel 
1,5 % (w/v) Agarose 
10 % (v/v) 10 x MOPS-Puffer 
3,5 % (v/v) 
37 % Formaldehyd 
in Wasser 
 
DNA-Fragmente wurden in 0,8-3,0 %igen (w/v), mit 1 × TAE gegossenen Agarosegelen 
aufgetrennt. Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Beladen mit 10 × DNA-
Ladepuffer vermischt. Zur Größenabschätzung der DNA-Fragmente wurde parallel ein 
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DNA-Größenstandard aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer konstanten Spannung 
von 140 V in 1 × TAE-Puffer.  
Zur Überprüfung der Qualität von RNA-Präparationen wurde eine denaturierende 
Formaldehyd-Gelelektrophorese durchgeführt. Für die Probenvorbereitung wurden 8 µL 
RNA (ca. 1-3 µg) mit 20 µL RNA-Ladepuffer gemischt und für 15 min bei 65 °C 
erhitzt. Nach der Zugabe von 3,9 µL Glycerin mit Bromphenolblau wurden die Proben 
auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 
100 V. 
DNA- und RNA-Gele wurden in einem 0,5 %igen Ethidiumbromidbad für 5 min 
gefärbt, 10 min gewässert und schließlich unter UV-Licht (312 nm) mit einem 
Doc-Print II System der Firma Vilber Lourmat photographiert. 
Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick® Gel 
Extraction Kit (Qiagen, #28706) gemäß den Herstellerangaben verwendet (Qiagen, 
2002). Die Elution der DNA erfolgte mit 30 µL 10 mM Tris-HCl, pH 8,5. 
4.3.6 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen  
Die Konzentration von Nukleinsäurelösungen wurde photometrisch mit UV/VIS-
Spektrophotometern der Firmen Shimadzu (UV-1602) bzw. Nanodrop Technologies 
(Nanodrop® ND-1000) bei einer Wellenlänge von 260 nm (OD260) bestimmt. Grundlage 
für die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ist das Lambert-
Beer’sche Gesetz. Eine OD260 von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 µg/mL 
doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg/mL einzelsträngiger RNA (Sambrook & Russell, 
2001). 
Tabelle 8: Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen 
Lambert-Beer’sches Gesetz 
dcA ⋅⋅= ε  
A: Absorption  
ε: molarer Absorptionskoeffizient ][ 11 −− ⋅⋅ cmmolL  
c: Konzentration ][ 1−⋅ Lmol  
d: Weglänge des Lichtes ][cm  
Weglänge des Lichts 
Shimadzu-Photometer: 1 cm 
Nanodrop: 0,1 cm und 0,02 cm 
 
Zur Bestimmung der Reinheit von Nukleinsäurelösungen wurden zusätzlich die Ex-
tinktionswerte bei 280 nm gemessen. Ein Quotient OD260/280 zeigt an, ob eine 
Nukleinsäurelösung mit Proteinen verunreinigt ist. Bei reinen DNA-Lösungen liegt das 
Verhältnis oberhalb von 1,8, bei reinen RNA-Lösungen oberhalb von 2,0 (Sambrook & 
Russell, 2001). 
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4.3.7 Plasmidisolierung 
Zur Reinigung von Plasmiden aus E. coli im analytischen Maßstab wurde das 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit eingesetzt (Fermentas, #K0503). Für die präparative 
Plasmidgewinnung wurde das HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen, #12662) verwendet. 
Nach Freisetzung der Plasmid-DNA durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) 
wurde die Plasmid-DNA durch Adsorptionschromatographie an einer Silicamembran 
(Miniprep) oder über Anionenaustauschchromatographie mit anschließender Iso-
propanol Fällung (Maxiprep) gereinigt. Die Reinigungen wurden gemäß 
Herstellerprotokoll durchgeführt (Qiagen, 2005; Fermentas, 2006). Mit dem GeneJETTM 
Plasmid Miniprep Kit konnten durchschnittlich 5 bis 20 µg Plasmid-DNA aus 3 mL 
Bakterienkultur isoliert werden. Die Ausbeuten bei Maxipräparationen aus 
250 mL-Kulturvolumen beliefen sich auf 200 bis 600 µg Plasmid-DNA. 
4.3.8 Restriktionsspaltung 
Die Spaltung von Plasmid-DNA und cDNA wurde mit Restriktionsendonukleasen der 
Firmen New England Biolabs (NEB) und Fermentas gemäß den Herstellerangaben 
durchgeführt. Für analytische Zwecke (300 ng DNA) betrug die Inkubationszeit 1 bis 
3 h, für präparative Spaltansätze (1 bis 3 µg DNA) 5 bis 24 h.  
4.3.9 Ligation 
Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurde das Quick LigationTM Kit der Firma NEB 
(#M2200) entsprechend der Herstellerangaben verwendet (New England Biolabs, 
2006). Um eine Religation des Vektors zu verhindern, wurde der Vektor zuvor mit 
alkalischer Phosphatase (Fermentas, #EF0341) dephosphoryliert. Hierzu wurden 30 µL 
gereinigter Vektor mit 1 U alkalischer Phosphatase vermischt und 1 h bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch Hitze inaktiviert (10 min, 85 °C). 
4.3.10  „TA“-Subklonierung 
PCR-Produkte wurden durch Subklonierung in so genannte „TA“-Vektoren gesichert. 
Verwendet wurden die Vektoren pCR®4-Topo® (Invitrogen, #K4575) und pGEM®-T 
(Promega, #A3600). Die Klonierung erfolgte gemäß den Herstellerangaben (Invitrogen, 
2006; Promega, 2007).  
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4.3.11 Expressionsplasmide 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene bakterielle und eukaryotische 
Expressionsplasmide für die Serpine Bl-Spn1, SERPINE3 und deren Mutanten erzeugt. 
Ausgangspunkt für die Herstellung der verschiedenen Expressionskonstrukte waren 
Plasmide mit entsprechenden cDNA-Inserts oder cDNA-Pools, aus denen mit 
spezifischen Primern das zu klonierende Zielfragment amplifiziert wurde. PCR-
Amplifikate wurden zur Sicherung wie beschrieben subkloniert (Abschnitt 4.3.10). Die 
Insert tragenden Plasmide und der Ziel-Vektor wurden mit den in Tabelle 10 
aufgeführten Restriktionsenzymen gespalten (Abschnitt 4.3.8). Insert-und Vektor-
Fragmente wurden durch Gelextraktion gereinigt (Abschnitt 4.3.5), ligiert (4.3.9) und 
anschließend in E. coli TOP10-Zellen transformiert (Abschnitt 4.2.2). Aus den 
Einzelkolonien wurden 3 mL-Flüssigkulturen angezogen (4.2.1) und die Plasmide der 
Bakterien wie unter Abschnitt 4.3.7 beschrieben isoliert. Die Integrität der Konstrukte 
wurde durch Sequenzierung (4.3.12) oder im Falle einfacher Umklonierungen durch 
Restriktionsspaltung bestätigt. In Tabelle 9 sind alle Konstrukte aufgelistet, die in dieser 
Arbeit verwendet wurden. In Tabelle 10 ist dargestellt, wie die verschiedenen 
Expressionsvektoren hergestellt wurden. Alle bakteriellen Expressionskonstrukte 
basieren auf dem Vektor pKM-263 (Melcher, 2000). Zur Herstellung eukaryotischer 
Expressionskonstrukte wurden die Vektoren pcDNA3.1+, pSecTag2B oder pCEP4 
verwendet. Der Aufbau dieser Vektoren ist im Anhang dargestellt (Absatz 8.1).  
 
Tabelle 9: Verwendete Plasmide 
Plasmidname 
(interne Nummer) 
Kodiert für / Kommentar Vektor Hersteller/Bezugsquelle 
pKM-263 
(Nr. 133) 





eukaryotischer Expressionsvektor  Invitrogen 
pSecTag2B 
(Nr. 148) 
eukaryotischer Expressionsvektor  Invitrogen 
pCEP4 
(Nr. 240) 
eukaryotischer Expressionsvektor  Invitrogen 
pUT16 
(Nr. 125) 
enthält Bl-Spn1 cDNA pCR®4_Topo® Ulf Tödtmann 
pUT18 
(Nr. 127) 
GST-Bl-Spn1 (AS 16-407) pGEX-4T-3 Ulf Tödtmann 
pUT19 
(Nr. 128) 










MATERIAL UND METHODEN 
 28
Fortsetzung der Tabelle 9 
Plasmidname 
(interne Nummer) 
Kodiert für / Kommentar Vektor Hersteller/Bezugsquelle 
pCB3.1Spn1 
(Nr. 169) 
Bl-Spn1 (AS 15-407)/ 
kein Signalpeptid 
pcDNA3.1+ Caterina Bentele 
pCB3.1Spn1wSp 
(Nr. 170) 
Bl-Spn1 (AS 1-407) pcDNA3.1+ Caterina Bentele 
pCB3.1Spn1Mut 
(Nr. 171) 
Bl-Spn1ΔKDEL (AS 1-403)/ 
Bl-Spn1 ohne C-terminales KDEL-
Motiv 
pcDNA3.1+ Caterina Bentele 
pTOPO_E3 
(Nr. 199) 
enthält SERPINE3 cDNA (AS 1-404) 
Sequenz, siehe Abschnitt 8.3.3 
pCR®4_Topo® Caterina Bentele 
pFUK_E3 
(Nr. 200) 
SERPINE3 (AS 1-404)  pcDNA3.1+ Caterina Bentele 
pKM_INA_E3 
(Nr. 201) 
His6-GST-SERPINE3 (AS 18-404) pKM-263 Caterina Bentele 
LuckyLoop 
(Nr. 202) 
Bl-Spn1-Mutante mit SERPINE3 
RSL-Sequenz (P9-P2’) 
pKM-263 Caterina Bentele 
pTerminator3C 
(Nr. 242) 
His6-SERPINE3 (AS 21-404)/ 





SERPINE3 (AS 1-404)/ 
mit optimierter Kozak-Sequenz 
pcDNA3.1+ Caterina Bentele 
pT3C-P1A 
(Nr. 244) 
SERPINE3 (AS 21-404) mit Alanin 
an Position P1; IgG κ Signalsequenz pSecTag2B Caterina Bentele 
pT3C-P2A 
(Nr. 245) 
SERPINE3 (AS 21-404) mit Alanin 
an Position P2; IgG κ Signalsequenz pSecTag2B Caterina Bentele 
pCEP4-T3C 
(Nr. 243) 
SERPINE3 (AS 21-404);  
IgG κ Signalsequenz pCEP4 Caterina Bentele 
pCEP4-T3C-P1A 
(Nr. 246) 
SERPINE3 (AS 21-404) mit Ala an 
P1; IgG κ Signalsequenz pCEP4 Caterina Bentele 
pCEP4-T3C-P2A 
(Nr. 247) 
SERPINE3 (AS 21-404) mit Ala an 
P2; IgG κ Signalsequenz pCEP4 Caterina Bentele 
pCEP4-EGFP 
(Nr. 248)  
EGFP pCEP4 Caterina Bentele 
pWTBI1 
(Nr.1) 
HCII (AS 1-527) pCDM8 Hermann Ragg 
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Tabelle 10: Konstruktion von Expressionsplasmiden 
Plasmidname Vektor Herkunft des Inserts Kloniert über  
pCB3.1Spn1 pcDNA3.1+ pUT18  BamHI, EcoRI 
pCB3.1Spn1wSp pCB3.1Spn1 pUT16 NheI, BsgI 
pCB3.1Spn1Mut pCB3.1Spn1wSp 




Nested-PCR mit den Primerpaaren 
13/14 und 15/16;  
Template: A549 cDNA  
TA Klonierung 
pFUK_E3 pcDNA3.1+ pTOPO_E3 EcoRI 
pKM_INA_E3 pKM-263 




Mutagenese-PCR mit Primerpaar 19/20 
Template: pUT19  
 
pKKS-E3 pcDNA3.1+ 








Mutagenese-PCR mit Primerpaar 27/28 
Template: pTerminator3C 
HindIII, XhoI 
pCEP4-T3C pCEP4 pTerminator3C NheI, XhoI 
pCEP4-T3C-P1A pCEP4 pT3C-P1A NheI, XhoI 
pCEP4-T3C-P2A pCEP4 pT3C-P2A NheI, XhoI 
pCEP4-EGFP pCEP4 pIRES-EGFP (M. Kathib) KpnI, NotI 
Zur Herstellung der verschiedenen Expressionsplasmide (Spalte 1) wurden Vektor- (Spalte 2) und 
Insertplasmide (Spalte 3) mit Restriktionsenzymen gespalten (Spalte 4), durch Gelextraktion gereinigt, 
ligiert und transformiert. Die Sequenzen von Primern, die zur Herstellung von Insertsequenzen benötigt 
wurden, sind dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.2). Die Karten der kommerziell erhältlichen 




Die Sequenzierung von cDNA-Sequenzen in Plasmiden erfolgte, wie beschrieben 
(Tödtmann, 2004), nach der von Sanger entwickelten Kettenabbruchmethode mit Hilfe 
eines LiCor DNA Sequencer 4200S-1-Sequenziersystems (Sanger, 1977). Teilweise 
wurden die Sequenzierungen in Auftrag gegeben (MWG-Biotech oder AG Weishaar, 
Uni Bielefeld). Die verwendeten Sequenzierprimer sind im Anhang aufgeführt 
(Abschnitt 8.2).  
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4.4 Expression und Reinigung von His6-GST-Serpin-
Fusionsproteinen 
Zur Expression von His6-GST-Fusionsproteinen wurde der E. coli Stamm BL21(DE3), 
mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transformiert (Tabelle 11). Anschließend 
wurden 200 mL LB-Medium-Amp (Tabelle 2) mit 10 mL einer frischen E. coli 
BL21(DE3) Übernachtkultur beimpft und bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,5-1 unter 
Schütteln in Anzuchtkolben (1 L) kultiviert. Die Expression der Fusionsproteine wurde 
durch die Zugabe von 0,1-0,5 mM IPTG induziert. Nach weiterer Kultivierung bei 
30° C (5 h) oder RT (12 h) wurden die Bakterien auf Eis abgekühlt und bei 4000 × g 
und 4 °C für 10 min zentrifugiert (Tabelle 11). Das Pellet wurde einmal mit PBS 
(Tabelle 12) gewaschen und anschließend bei -80 °C gelagert. 
Tabelle 11: Expressionsparameter 
Fusionsprotein Plasmid (Abschnitt 4.3.11) Expressionsparameter 
His6-GST-Bl-Spn1 pUT19  
0,5 mM IPTG 
5 h Expression, 30 °C 
His6-GST-SERPINE3  pKM-INA-E3 
0,2 mM IPTG, 
12 h Expression, RT 
His6-GST-LuckyLoop pLuckyLoop 
0,2 mM IPTG 
12 h Expression, RT 
His6-GST-Spn4A/E pKM-V1 
0,2 mM IPTG 
12 h Expression, RT 
 
Zur Reinigung von His6-GST-Fusionsproteinen wurden die Bakterienpellets auf Eis 
aufgetaut und in Equilibrierungspuffer (Tabelle 12) mit 1 mM PMSF resuspendiert 
(5 mL pro Pellet). Lösliche Proteine wurden durch zwei French-Press-Passagen 
(SLM Aminco) bei 1415 bar freigesetzt und unlösliche Zelltrümmer durch 
Zentrifugation (30000 × g, 4 °C, 10 min) entfernt. Der geklärte Überstand wurde 
sterilfiltriert (0,2 µm) und Fusionsproteine im Batch-Verfahren oder mit einer fast 
perfmormance liquid chromatography (FPLC)-Anlage (GE Healthcare) an Glutathion-
Sepharose wie folgt gereinigt: 
Tabelle 12: Puffer und Materialien für die Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
Puffer/Material Zusammensetzung/Bezugsquelle 
PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5,4 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,2  
Equilibrierungspuffer PBS, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA 
Waschpuffer 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,3 
Elutionspuffer 50 mM Tris-HCl, 10 mM reduziertes Glutathion, pH 8,2 
Glutathion-Sepharose 4B GE Healthcare, #17-0756-01 
PD-10 Säulen GE Healthcare, #17-0435-01 
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Reinigung im Batch-Verfahren: 
Der geklärte Überstand wurde mit equilibrierter Glutathion-Sepharose (250 µL 
Suspension pro Pellet) für 1,5 h bei 4° C und 0,5 h bei RT unter leichtem Schütteln in 
PD-10 Säulen inkubiert. Nach Waschen mit Equilibrierungs- und Waschpuffer (jeweils 
dreimal, 10 mL) wurden gebundene Proteine mit 3 mL Elutionspuffer eluiert und in 
500 µL-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen wurden durch SDS-PAGE analysiert 
(Abschnitt 4.7.1) und Fraktionen mit hohem Fusionsproteinanteil vereinigt. Die 
Fraktionen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert oder zur Entfernung des 
His6-GST-Tags mit TEV-Protease behandelt (4.4.1).  
 
Reinigung über FPLC:  
Der Aufbau der FPLC-Anlage wurde bereits ausführlich in vorangehenden Arbeiten 
beschrieben (Tödtmann, 2004; Eckert, 2005). Alle Puffer wurden auf Eis gekühlt und 
unmittelbar vor der Verwendung mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast. 
Zur Reinigung wurde eine mit 5 mL Glutathion-Sepharose-Suspension gepackte C10/10 
Leersäule (GE Healthcare) zunächst mit 10 Säulenvolumen (column volume, cv) 
Equilibrierungspuffer bei einer Fließgeschwindigkeit von 1 mL/min equilibriert. Die 
Beladung der Säule mit geklärtem French-Press-Lysat erfolgte über eine externe 5 mL 
Injektionsschleife am Motorventil MV7 mit einer Flussrate von 0,2 mL/min. Nach der 
Probenauftragung wurde zunächst mit 10 cv Equilibrierungspuffer gewaschen. 
Anschließend wurde solange mit Waschpuffer gewaschen, bis das UV-Signal den 
Ausgangswert erreicht hatte (Flussrate: 1 mL/min). Zur Elution gebundener Proteine 
wurde Elutionspuffer mit 0,3 mL/min über die Säule geleitet und 0,5 oder 1 mL 




Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde der Bradford-Assay angewendet. 
Dieser Test beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie G-250 an Proteine, 
wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs im sauren Milieu von 465 nm 
nach 595 nm verschiebt (Bradford, 1976). Der Test wurde in Mikrotiterplatten mit dem 
Coomassie Protein Assay Reagent der Firma Pierce (#23200) durchgeführt. Zunächst 
wurden 20 µL Probe, Eichstandard (25-1000 µg/mL BSA) oder Referenzlösung mit 
250 µL Coomassie-Reagenz vermischt und für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die Absorption der Proben in einem Mikrotiterlesegerät (BioTek) bei 595 nm 
gemessen und anhand der Eichgeraden (linearer Bereich) die Proteinkonzentration der 
Proben bestimmt.  
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4.4.1 Entfernung des GST-Tags durch die TEV-Protease 
Zur Abtrennung des His6-GST-Tags an Fusionsproteinen wurde die TEV-Protease aus 
dem Tobacco Etch Virus (TEV) eingesetzt. Die TEV-Protease erkennt die 
Aminosäuresequenz E-N-L-Y-F-Q-↓-(G’/S’) und hydrolysiert die Peptidbindung 
zwischen der sechsten (P1) und der siebten (P1’) Aminosäure ihrer Erkennungssequenz. 
Mutagenesestudien zeigten, dass die TEV-Protease an der P1’-Position eine Vielzahl 
von Aminosäuren toleriert (Kapust et al., 2002). Fusionskonstrukte können daher so 
konzipiert werden, dass die nach der Spaltung freigesetzten Proteine keine zusätzlichen 
Aminosäuren der TEV-Erkennungsstelle beinhalten, sondern mit ihrer natürlichen 
Aminosäure beginnen. Die in dieser Arbeit verwendete AcTev-Protease 
(Invitrogen, #12575) ist eine genetisch veränderte Form der TEV-Protease, die sich 
durch eine höhere Stabilität auszeichnet, über einen breiten Temperaturbereich aktiv ist 
und N-terminal mit einem His6-Tag versehen ist (Invitrogen, 2003). 
Für die Spaltung wurden ca. 0,5-1 mg gereinigtes Fusionsprotein mit 100 U 
AcTev-Protease über Nacht (ÜN) bei 4 °C inkubiert. Die Protease und der freigesetzte 
His6-GST-Tag wurden anschließend durch immobilized metal affinity chromatography 
(IMAC) abgereichert. Hierfür wurden Protino® Ni 2000 Säulen (Macherey Nagel, 
#745120, 1 mL Bettvolumen) mit 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,15 % Triton X-100, 
pH 8,0 equilibriert und der TEV-Spaltansatz zur Verhinderung unspezifischer 
Bindungen auf eine Endkonzentration von 300 mM NaCl eingestellt. Der Ansatz wurde 
auf die Säule aufgetragen und der Durchlauf aufgefangen. Anschließend wurde mit 
3 mL Equilibrierungspuffer gewaschen. Es wurden 0,5 mL Fraktionen aufgefangen, die 
aliquotiert und bei -80 °C gelagert wurden. Die höchste Serpin-Konzentration lag 
zumeist in der ersten Elutionsfraktion vor. 
 
4.5 Gewinnung eines Anti-SERPINE3-Antiserums 
Die Gewinnung polyklonaler Anti-GST-SERPINE3-Antikörper wurde als externe 
Auftragsarbeit von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) vorgenommen. Für die 
Immunisierung eines Kaninchens wurde His6-GST-SERPINE3 in E. coli BL21(DE3) 
exprimiert und das Fusionsprotein durch FPLC gereinigt (Abschnitt 4.4). Die 
verschiedenen Fraktionen wurden vereinigt und mittels Amicon YM-30-Säulen 
ankonzentriert. Dem Unternehmen wurden schließlich vier Gefäße mit jeweils 100 µg 
gereinigtem Protein (250 ng/µL) auf Trockeneis zugeschickt. Die Immunisierung 
erfolgte nach dem firmeneigenen Standardprotokoll mit jeweils vier 100 µg-Injektionen 
in zweiwöchigen bzw. vierwöchigen Abständen. Die Blutentnahmen fanden 37, 65 und 
85 Tage nach Start der Immunisierung statt (2 mL, 22 mL bzw. 60 mL Antiserum). Die 
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SERPINE3-Antiseren, ebenso wie das mitgelieferte Präimmunserum (2 mL) wurden 
aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Ein Teil des Serums des 85. Tages wurde durch 
Affinitätschromatographie gereinigt (Abschnitt 4.10.1). 
 
4.6 Zellkultur 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer 
Reinraumwerkbank (Lamine Air HB2448, Heraeus) durchgeführt. Die Kultivierung 
aller Zelllinien erfolgte im Brutschrank (Begasungsbrutschrank Forma Scientific; 
Model 3336) in einer mit Wasserdampf gesättigten Atmosphäre bei 37 °C und 6 % CO2. 
4.6.1 Zelllinien und Kulturmedien 
Alle verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 13 aufgelistet. Die Zelllinien COS-7 und 
HEK-293-EBNA wurden zur Expression rekombinanter Proteine eingesetzt. Alle 
anderen Zelllinien wurden für analytische Zwecke kultiviert.  
Tabelle 13: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung (Literatur) Bezugsquelle 
COS-7 
Fibroblasten-ähnliche Nierenzellen der afrikanischen grünen 
Meerkatze; transformiert mit einer Replikationsursprungs-




epithelartige, humane Lungenkarzinom-Zelllinie  




epithelartige, humane Leberkarzinom-Zelllinie  




humane, embryonale Nierenkarzinom-Zelllinie;  
exprimiert das große T-Antigen des SV40 Virus; 





humane, embryonale Nierenkarzinom-Zelllinie; exprimiert das 
EBNA-1 Gen des Epstein-Barr-Virus 
Ursprungszelllinie: HEK-293 (Graham et al., 1977) 
AG Frey,  
Uni. Bielefeld 
MCF-7 
epithelartige, humane Brust-Adenokarzinom-Zelllinie 









humane promyeloische Leukämie-Zelllinie 
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4.6.2 Stammhaltung und Zellpassagierung 
Alle Zelllinien wurden in Gewebekulturflaschen oder Gewebekulturschalen mit 
Polystyroloberfläche gezüchtet (Firma Nunc, Modell Nunclon). Die zur Kultivierung 
verwendeten Medien sind in Tabelle 14 aufgeführt.  
Tabelle 14: Medien zur Kultivierung von Zelllinien 
Zelllinie Medien 
COS-7, A549, HEK-293T 
DMEM Flüssigmedium (PAA, #E15-843) 
10 % FCS (PAA, #A15-105) 
HEK-293-EBNA (nicht transfiziert) 
DMEM Flüssigmedium 
250 µg/mL G418 (Invitrogen, #10153-219) 
10 % FCS 
HEK-293-EBNA (transfiziert) 
DMEM Flüssigmedium 
250 µg/mL G418 (Invitrogen, #10153-219) 
400 µg/mL Hygromycin (Roth, #CP12.2) 
20 % FCS (vier Wochen nach der Transfektion: 10 % FCS)  
HL-60, Ramos, MCF-7, HepG2 
RPMI 1640 Flüssigmedium (PAA #E15-848) 
10 % FCS 
 
Adhärent wachsende Zelllinen (alle Zelllinien mit Ausnahme von Ramos und HL-60) 
wurden bis zur Konfluenz kultiviert und dann zur weiteren Expansion von der 
Kulturoberfläche gelöst und in neue Gefäße überführt. Hierfür wurden die Zellen 
mehrmals mit PBS gewaschen, anschließend mit einem Gemisch aus 0,5 mg/mL 
Trypsin und 0,22 mg/mL EDTA in PBS (PAA, #L11-044) bedeckt und für kurze Zeit 
(1-3 min) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Ablösung von HepG2 Zellen wurde 
EDTA-freies Trypsin verwendet (2,5 mg/mL in PBS, PAA, #L11-001). Der 
Trypsinierungsvorgang wurde durch die Zugabe von serumhaltigem Medium 
abgestoppt. Die schnell proliferierenden Zelllinien COS-7, HEK-293T, HEK-293-
EBNA (Wildtyp) und A549 wurden alle drei Tage 1:3 bis 1:5 ausverdünnt. Die Linien 
MCF-7 und HepG2 wurden alle fünf Tage 1:2 geteilt. Die in Suspension wachsenden 
Zelllininen Ramos und HL-60 wurden zweimal wöchentlich 1:3 verdünnt. Hierfür 
wurden die Zellen bei 700 × g für 5 min abzentrifugiert, in neuem Medium 
resuspendiert und auf neue Flaschen verteilt. 
4.6.3 Zellzahlbestimmung 
Zellzahlen wurden entweder manuell mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer oder 
automatisch mit Hilfe des CEDEX-Zellzählgerätes (Innovatis AG) bestimmt. Die 
Viabilität der Zellen wurde durch Trypanblau-Ausschlussfärbung bestimmt (Tennant, 
1964; Lindl, 2002). 
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4.6.4 Kryokonservierung 
Von allen verwendeten und selbst hergestellten Zelllinien wurden Sicherungsbanken 
angelegt. Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in einem Kryotank (Chronos Biosafe 
350, Messer-Griessheim) in der Dampfphase über flüssigem Stickstoff bei einer 
Temperatur von -187 °C. Zum Einfrieren wurden ca. 5×106 Zellen abzentrifugiert oder 
abtrypsiniert und in 1 mL frisch angesetztem Einfriermedium resuspendiert (RPMI bzw. 
DMEM Flüssigmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO). Vor der Überführung in den 
Kryotank wurden die Zellen zunächst für 2 h bei -20 °C und anschließend für ca. 12 h 
bei -80 °C gelagert. Bei Verwendung einer Kryokultur wurde die aufgetaute 
Zellsuspension in frischem Medium aufgenommen, das zelltoxische DMSO durch 
Zentrifugation (700 × g, 5 min) entfernt und das Zellpellet nach Resuspension in 
frischem Medium in neue Kulturflaschen überführt.  
4.6.5 Expression rekombinanter Proteine in COS-7-und HEK-293-
EBNA-Zellen 
Für Expressionsanalysen und zur Untersuchung der Sekretion oder intrazellulären 
Retention der Serpine Bl-Spn1, SERPINE3 und deren Mutanten wurden COS-7-Zellen 
mit entsprechenden Plasmiden (Abschnitt 4.3.11) transfiziert. COS-7-Zellen 
exprimieren konstitutiv das große T-Antigen des SV40 Virus, das mit Hilfe seiner 
Helicase-Aktivität die Replikation von Plasmiden mit einem SV40-
Replikationsursprung einleitet. Die hohe Plasmid-Kopienzahl führt zur Überexpression 
des transfizierten Gens (Gluzman, 1981; Dean et al., 1992; Edwards & Aruffo, 1993). 
Für die Transfektion von COS-7-Zellen wurden Konstrukte auf Basis der Vektoren 
pcDNA3.1+ und pSecTag2B verwendet, die beide den SV40 Origin besitzen 
(Abschnitt 8.1). 
Für Produktionszwecke und zur Durchführung von Wachstumsanalysen im Rahmen der 
Untersuchungen zu SERPINE3 wurde auf das HEK-293-EBNA-System zurückgegrif-
fen. HEK-293-EBNA Zellen exprimieren konstitutiv das EBNA-1 Gen des Epstein-
Barr-Virus (EBV), dessen Genprodukt über einen noch nicht vollständig aufgeklärten 
Mechanismus die episomale Replikation von Plasmiden, die den EBV-
Replikationsursprung (ori P) enthalten, bewirkt (Yates et al., 1985; Horlick et al., 1997). 
Darüber hinaus exprimieren sie stabil das Neomycin-Resistenz-Gen des 
pRSV4neo-Plasmids (Lambert et al., 1988). Für die Transfektion der Zellen wurden 
Konstrukte auf der Basis des Plasmids pCEP4 (Abschnitt 8.1) eingesetzt, der den EBV 
ori P enthält und eine Hygromycin-Resistenzkassette aufweist, so dass transfizierte Zel-
len selektioniert werden können. 
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Expression in COS-7-Zellen: 
Die Transfektion von COS-7-Zellen erfolgte in 9 cm2 Kulturschalen mit 
Lipofectamin 2000 (Invitrogen, #11668), einem auf kationischen Lipiden basierenden 
Transfektionsreagenz. Am Tag vor der Transfektion wurde eine konfluente 
COS-7-Schale 1:2 verdünnt. Für die Transfektion wurden 8,3 µL Lipofectamin 2000 mit 
208 µL serumfreiem DMEM-Medium (DMEM-SF) gemischt, für 5 min bei RT inku-
biert und anschließend mit 3,3 µg Plasmid-DNA in 208 µL DMEM-SF vereinigt. Nach 
20-minütiger Inkubation bei RT wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert 
und durch leichtes Schwenken der Schale gleichmäßig verteilt. Die Zellen wurden 6-14 
h nach der Transfektion dreimal mit PBS gewaschen und anschließend mit 2 mL 
DMEM-SF bedeckt. Die Analyse von Überständen und Extrakten (Abschnitt 4.6.6) 
erfolgte 36-48 h nach Transfektion durch Western-Blot (Abschnitt 4.7.1). 
 
Expression in HEK-293-EBNA-Zelllen: 
Zur Transfektion von HEK-293-EBNA-Zellen wurde lineares Polyethylenimin (PEI) 
verwendet (Tabelle 15). Dieses kationische Reagenz kondensiert DNA unter Bildung 
von DNA/PEI-Komplexen. Die Komplexe interagieren mit den auf der Zelloberfläche 
exprimierten Proteoglycanen und werden über Endozytose in die Zellen aufgenommen 
(Kopatz et al., 2004). In den endolysosomalen Kompartimenten soll PEI als Protonen-
schwamm fungieren, den pH puffern und den Zusammenbruch der endolysosomalen 
Membran bewirken, wodurch die DNA freigesetzt wird (Boussif et al., 1995; Akinc et 
al., 2005). PEI wurde bereits erfolgreich zur Transfektion von HEK-293-EBNA-
Suspensionskulturen eingesetzt (Geisse & Henke, 2005).  
Die Transfektion von HEK-293-EBNA Zellen erfolgte in 25 cm2-Flaschen mit jeweils 
2 × 106 Zellen. Zunächst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 3 mL 
DMEM-SF bedeckt. Anschließend wurden 6 µg Plasmid-DNA (Tabelle 15) mit 150 µL 
DMEM-SF gemischt. Das Gemisch wurde mit 30 µL PEI-Lösung versetzt (Tabelle 15) 
und der Ansatz für 15 min bei RT inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde zu den 
Zellen gegeben und durch Schwenken der Flaschen gleichmäßig verteilt. Nach 
ca. 6-12 h wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann mit 6 mL 
Kultivierungsmedium bedeckt (Tabelle 14). 72 h nach der Transfektion wurden die 
Zellen abtrypsiniert, in Selektionsmedium aufgenommen (Tabelle 15) und in eine neue 
25 cm2-Flasche überführt. Das Selektionsmedium wurde alle drei Tage gewechselt. 
Wenn die Produktion des rekombinanten Proteins im Vordergrund stand, wurden 
Einzelklone isoliert und expandiert. Das Ablösen der Einzelklone erfolgte mit Hilfe 
eines Zellschabers. Die Zellen der abgelösten Einzelklone wurden in eine 9 cm2-Schale 
überführt und dort durch Resuspendieren vereinzelt. Die Passagierung der Zellen 
erfolgte alle fünf bis sieben Tage (1:2 bis 1:3). Von allen Klonen wurden 
Sicherungsbanken angelegt. 
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Tabelle 15: PEI-Lösung, Selektionsmedium und Plasmide 
PEI-Lösung (10 mg/mL) 
10 mg PEI (25 kD, Polysciences, Inc., #23966) in 9,6 mL Wasser lösen 
Zugabe von 220 μL 1M HCl 
vortexen, bis sich das PEI gelöst hat 
pH mit NaOH auf 7,0 einstellen und sterilfiltrieren 
Selektionsmedium 
DMEM 
20 % FCS 
250 µg/mL G418 
400 µg/mL Hygromycin 
Verwendete Plasmide 
(Abschnitt 4.3.11) 
pCEP4-T3C, pCEP4-T3C-P1A, pCEP4-T3C-P2A, pCEP4-EGFP  
die Plasmidisolierung erfolgte mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Maxi Kits 
(Abschnitt 4.3.7). Das OD260/280-Verhältnis lag bei allen Plasmiden 
oberhalb von 1,8. 
 
Für Wachstumsanalysen wurden alle Klone durch Trypsinierung vereinigt und in neuen 
Flaschen bis zur Konfluenz weiter kultiviert. Vor jeder Passagierung wurde die 
Lebendzellzahl mit Hilfe des Cedex-Zellzählgerätes bestimmt (Abschnitt 4.6.3).  
4.6.6 Serumfreie Kultivierung und Herstellung von Zellextrakten 
Zur Produktion von rekombinantem SERPINE3 wurden Einzelklone transfizierter 
HEK-293-EBNA-Zellen bis zur Konfluenz expandiert und anschließend mit DMEM-SF 
bedeckt (2 mL pro 9 cm2). Nach vier Tagen wurden die Überstände geerntet und die 
Zelltrümmer durch Zentrifugation (5 min, 7000 × g) abgetrennt. Die Überstände wurden 
durch Western-Blot analysiert oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.  
Zur Gewinnung von MCF-7-Zellkulturüberständen wurden MCF-7-Zellen bis zur 
Konfluenz in 175 cm2-Flaschen gezüchtet und anschließend mit 30 mL serumfreiem 
RPMI-Medium für vier Tage inkubiert. Die Überstände wurden wie beschrieben 
geerntet und bis zur weiteren Verarbeitung (Abschnitt 4.10.3) bei -20 °C gelagert. 
Zur Herstellung von Extrakten wurden die Zellen nach mehrmaligem Waschen mit PBS 
von der Kulturflasche abgeschabt, bei 5000 × g für 5 min abzentrifugiert und schließlich 
in eiskaltem Lysepuffer (50 mM Tris-HCl, 1 % (v/v) NP 40, 0,1 % SDS, 150 mM NaCl, 
2 mM EDTA, pH 7,2) resuspendiert (300 µL pro 10 cm2 Kulturoberfläche). Der 
Lysepuffer wurde standardmäßig mit Protease-Inhibitoren der Firma Sigma (#P8340) 
oder Roche (#11873580) nach den Herstellerangaben versetzt (Sigma, 2006; Roche, 
2007). Nach einer 30-minütigen Inkubation auf Eis wurden die Extrakte durch 
Zentrifugation (60 min, 13000 × g) geklärt. 
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4.7 Proteinbiochemische Methoden 
4.7.1 SDS-PAGE und Western-Blot 
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe erfolgte mittels diskontinuierlicher 
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) (Ornstein, 1964; 
Laemmli, 1970) Die Zusammensetzung der Gellösungen und der Puffer sind Tabelle 16 
zu entnehmen.  
Tabelle 16: SDS-PAGE Lösungen 
Puffer/Lösung/Material Zusammensetzung/Bezugsquelle 
Trenngellösung (10 %), für zwei Gele 
2,5 mL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1  
2,5 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
4,85 mL H2O 
100 µL 10 % (w/v) SDS 
50 µL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat 
5 µL TEMED 
Sammelgellösung (4 %), für zwei Gele 
0,49 mL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1  
1,25 mL 0,5 M Tris-HCl, pH 6,4 
3,2 mL H2O 
50 µL 10 % (w/v) SDS 
25 µL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat 
5 µL TEMED 
SDS-Laufpuffer 
24 mM Tris-HCl, pH 8,3 
192 mM Glycin 
0,1 % (w/v) SDS  
2 x SDS-Probenpuffer  
125 mM Tris-HCl, pH 6,8 
4 % (w/v) SDS  
0,05 % (w/v) Bromphenolblau  
20 % (v/v) Glycerin   
5 % (v/v) β-Mercaptoethanol  
Coomassie Färbelösung 
1 Coomassie R350 Tablette (GE Healthcare, #17-0518-01) 
150 mL H2O 
50 mL Essigsäure 
100 mL Isopropanol 
Entfärber 
200 mL Isopropanol 
100 mL Essigsäure 
700 mL H2O 
Größenstandards 
LMW-Marker (GE Healthcare, #17-0446-01) 
HMW-Marker (GE Healthcare, #17-0615-01) 
PageRulerTM (Fermentas, #SM0671) 
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Die Denaturierung der Proteinproben erfolgte unter reduzierenden Bedingungen in 
SDS-Probenpuffer oder Gewebeprobenpuffer (Abschnitt 4.7.2) durch 3-minütiges 
Erhitzen bei 95 °C. 
Die SDS-PAGE mit selbst hergestellten Gelen wurde mit einem MiniProtean III-System 
der Firma BioRad durchgeführt. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstärke 
(25 mA je Gel) durchgeführt. Die SDS-PAGE mit NuPAGE® 10 % BIS-Tris-Fertiggelen 
(Invitrogen, #NP0302) erfolgte nach Angaben des Herstellers in Kombination mit einem 
XCell SureLockTM Mini-Cell-System (Invitrogen). Zur Anfärbung der Proteinbanden 
wurden die Gele für 30 min mit Coomassie-Färbelösung inkubiert und anschließend zur 




Beim Western-Blot, einer sensitiven Methode zum spezifischen Nachweis von 
Proteinen, werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Trägermembran 
übertragen, die anschließend zur Detektion eines bestimmten Antigens mit 
entsprechenden Antikörpern inkubiert wird (Towbin et al., 1979).  
Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte mit der Semi-Wet-Methode in Mini Trans-
Blot®-Zellen der Firma Bio-Rad. Verwendet wurden Hybond-P PVDF-Membranen (GE 
Healthcare, #RPN2109), die vor dem Transfer kurz mit Methanol benetzt und 
anschließend für mindestens 10 min in Transferpuffer (Tabelle 17) equilibriert wurden. 
Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V für 90 min. Im An-
schluss an den Transfer wurde die Membran zunächst mit einer BSA-haltigen 
Blockierlösung abgesättigt (RT, 1 h oder 4 °C, ÜN) und dann für 1 h mit dem 
entsprechenden Primärantikörper in Antikörperpuffer inkubiert. Nach mehrmaligem 
Waschen (dreimal 20 min) wurde die Membran für 1 h mit einem an horseradish 
peroxidase (HRPO)-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert, danach wiederum 
gewaschen und schließlich durch Chemolumineszenz analysiert. Hierfür wurde das 
ECLTM Western Blotting Detection-System (GE Healthcare, #RPN2109) in Kombination 
mit Röntgenfilmen des Typs HyperfilmTM ECLTM (GE Healthcare, #RPN2103K) gemäß 
den Herstellerangaben verwendet (GE Healthcare, 2006). Die Belichtung der Filme 
wurde in Autoradiographiekassetten (10 sec bis 15 min) vorgenommen. Die Zusammen-
setzung der verschiedenen Puffer ist Tabelle 17 zu entnehmen. Die verwendeten 
Antikörper und Verdünnungen sind in Tabelle 18 aufgeführt.  
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Tabelle 17: Puffer und Reagenzien für Western-Blot Analysen 
Puffer/Lösung Zusammensetzung/Bezugsquelle 
Transferpuffer (selbst hergestellte Gele)  
96 mM Glycin 
12 mM Tris-HCl 
20 % (v/v) Methanol 
pH 8,3 
Transferpuffer (NuPAGE® Bis-Tris Gele) NuPAGE® Transfer Buffer (Invitrogen, #NP0006-1) 
Blockierlösung 
3 % (w/v) BSA 
0,3 % (v/v) Tween-20 
in PBS 
Antikörperpuffer 
1 % (w/v) BSA 
0,3 % (v/v)Tween-20 
in PBS 
Waschpuffer 
0,3 % (w/v) BSA 
0,3 % (v/v) Tween-20  
in PBS 
Entwickler und Fixierer 
Kodak Entwickler D19 (Sigma, #P5670) 
Kodak Fixierer (Sigma, #P8307) 
 
Tabelle 18: Antikörper 
Antikörper Bezugsquelle/Verdünnung 
Anti-GST-Bl-Spn1 
(polyklonal, aus Kaninchen) 
Pineda Antikörper Service, Berlin 
Verdünnung, 1:10000 
Anti-Bl-Spn1, gereinigt (Abschnitt 4.10.1) 
Pineda Antikörper Service, Berlin 
Verdünnung, 1:2000 
Anti-GST-SERPINE3 
(polyklonal, aus Kaninchen) 
Eurogentec, Seraing, Belgien 
Verdünnung, 1:5000   
Anti-SERPINE3, gereinigt (Abschnitt 4.10.1) 
Eurogentec, Seraing, Belgien 
Verdünnung, 1:500 
Anti-HCII IgG 




(polyklonal, aus Ziege) 




Affinity BioReagents, #ABR-PA1-057 
0,4 µg/mL 
Anti-Kaninchen IgG, HRPO-Konjugat 
(aus Esel) 
GE Healthcare, #NA934 
Verdünnung, 1:4000 
Anti-Maus IgG, HRPO-Konjugat 
(aus Pferd) 
Cell Signaling Technology, #7076 
Verdünnung, 1:4000 
Anti-Ziege/ Schaf IgG, HRPO-Konjugat 
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4.7.2 Analyse von humanen Gewebeproben  
Humane Gewebeproben (20 µg Gesamtprotein) und humanes Plasma (0,5 bzw. 1 µg 
Gesamtprotein) wurden in 2 × SDS-Gewebeprobenpuffer aufgenommen und für 5 min 
bei 95 °C denaturiert. Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min, 
10000 × g) entfernt. Die Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und 
anschließend mit gereinigten Anti-SERPINE3- bzw. Anti-HCII-Antikörpern analysiert 
(Abschnitt 4.7.1). 
Tabelle 19: Materialien und Puffer zur Analyse von Gewebeproben 
Material/Puffer Bezugsquelle/Zusammensetzung 
Gewebeproben und Plasma 
Human Brain Protein Medley (Clontech, #635301) 
Human Heart Protein Medley (Clontech, #635302) 
Human Kidney Protein Medley (Clontech, #635303) 
Human Liver Protein Medley (Clontech, #635306) 
Human Placenta Protein Medley (Clontech, #635307) 
Human Spleen Protein Medley (Clontech, #635312) 
Standard-Human-Plasma (Dade Behring, #ORKL13) 
2 x SDS-Gewebeprobenpuffer 
62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 
2 % (w/v) SDS 
10 % (v/v) Glycerin 
8 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
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4.8 Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung von 
Serpin-Protease-Interaktionen 
Serpine reagieren mit Serinproteasen unter Ausbildung irreversibler, kovalenter 
Komplexe, die weder durch Hitze noch durch Behandlung mit SDS zerstört werden 
(Gettins, 2002b). 
Zur Identifikation von Serpin-Protease-Interaktionen wurden Komplexierungsansätze 
und/oder kinetische Tests durchgeführt. Für Komplexierungsreaktionen wurden die 
Serpine mit potenziellen Zielenzymen inkubiert und die Reaktionsprodukte 
anschließend durch Western-Blot (Abschnitt 4.7.1) analysiert. Die kovalenten 
Komplexe wandern im SDS-Gel bei einer Größe, die ungefähr der Summe der Massen 
von Protease und Serpin entspricht. Kinetische Methoden mit Farbstoff markierten 
Protease-Substraten wurden vorrangig zur quantitativen Charakterisierung von 
Inhibitionsreaktionen eingesetzt. Sie wurden aber ebenso wie Komplexierungsansätze 
dazu genutzt, Zielenzyme zu identifizieren oder sie als solche auszuschließen. 
4.8.1 Proteasen und Puffer 
Für alle Komplexierungsreaktionen und Enzymkinetiken wurden die in Tabelle 20 und 
Tabelle 21 aufgelisteten Proteasen und Puffer verwendet. 
Tabelle 20: Proteasen 
Protease Bezugsquelle und Beschreibung 
Humanes Furin 
(hFurin) 
Bezugsquelle: New England Biolabs, #P8077, 2 U/µL 
rekombinant hergestellt in SF9-Zellen, C-terminal verkürzt  
Humanes PC1/3 
(hPC1/3) 
Bezugsquelle: R&D Systems, #2810-SE, 0,652 µg/µL 
rekombinant hergestellt in NS0-Zellen, C-terminal verkürzt (AS 84-753),  
Maus PC1/3 
(mPC1/3) 
Bezugsquelle: C. Lazure und N. Rabah, Clinical Research Institute, Montreal 
mPC1/3-Proform, rekombinant hergestellt in SF9-Zellen  
(Boudreault et al., 1998; Rabah et al., 2004) 
Prä-Aktivierung: 
6-stündige Inkubation in 100 mM NaAc, 10 mM CaCl2, pH 6,0  
Maus PC2 
(mPC2) 
Bezugsquelle: MP Biomedicals, #Fur02, 0,1 U/µL 
rekombinant hergestellt in CHO-Zellen (Lamango et al., 1996) 
Prä-Aktivierung:  
2-stündige Inkubation in 100 mM NaAc, 5 mM CaCl2, 0,1 % Brij, pH 5,0 
Thrombin 
Bezugsquelle: Sigma; aus humanem Plasma 
in dH2O gelöst und auf eine Konzentration von 0,310 NIH U/µL eingestellt 
Trypsin  
Bezugsquelle: Sigma, #T-8003; aus Rinderpankreas 
in Trypsinpuffer gelöst und auf eine Konzentration von 500 ng/µL eingestellt 
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Tabelle 21: Puffer für Komplexierungsassays und Enzymkinetiken 
Puffer Für Komplexierungsreaktionen Für Kinetiken 
2 × Furin-Puffer 200 mM Hepes, 2 mM CaCl2,  
0,5 % Triton X-100, pH 7,5 
wie Komplexierungspuffer 
2 × hPC1/3-Puffer 200 mM NaAc, 10 mM CaCl2, 
0,02 % Triton X-100, pH 6,0 
 
2 × mPC1/3-Puffer 200 mM NaAc, 20 mM CaCl2, 
0.02 % Triton X-100, pH 6,0 
200 mM NaAc, 10 mM CaCl2, pH 6,0 
2 × mPC2-Puffer 200 mM NaAc, 10 mM CaCl2, 
0,2 % Brij, pH 5,0 
wie Komplexierungspuffer 
Thrombinpuffer 
20 mM Tris-HCl,  
150 mM NaCl, pH 7,4 
 
Trypsinpuffer 67 mM Na2HPO4, pH 7,6  
 
4.8.2 Komplexierungstests 
Bakteriell gereinigte Serpine wurden mit möglichen Zielproteasen unter den in 
Tabelle 22 angegebenen Reaktionsbedingungen inkubiert und die Reaktionsprodukte 
anschließend durch SDS-PAGE oder Western-Blot analysiert (Abschnitt 4.7.1).  
Tabelle 22: Komplexierungsansätze mit bakteriell exprimierten Serpinen 
Zielprotease Komplexierungsansatz Inkubationsbedingungen 
Furin 
5 µL 2 × Furin-Puffer 
1 µL Serpin (2,5 µM) 
2 U Furin 
2 µL H2O  
60 min bei 30 °C 
hPC1/3 
5 µL 2 × hPC1/3-Puffer 
1 µL Bl-Spn1 (2,5 µM) 
2 µL hPC1/3  
2 µL H2O 
60 min bei 30 °C 
mPC1/3 
10 µL 2 × mPC1/3-Puffer 
2 µL Bl-Spn1 (1,8 µM) 
1 µL mPC1/3 (123 nM) 
7 µL H2O 
60 min bei 30 °C 
mPC2 
6 µL 2 × mPC2-Puffer 
2 µL Bl-Spn1 (1,5 bis 3 µM) 
1 µL mPC1/3 (0,1 U/µL) 
3 µL H2O 
5 bis 90 min bei 30 °C 
Trypsin 
3 µg Serpin-Fusionsprotein  
0,5 µg bis 2 µg Trypsin  
ad 20 µL mit Trypsinpuffer 
1-20 min bei RT 
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Zur Analyse einer potenziellen Interaktion von rekombinantem, in HEK-293-EBNA 
Zellen produziertem SERPINE3 (Abschnitt 4.6.5) mit den Serinproteasen Furin, 
Trypsin und Thrombin wurden Zellkulturüberstände eines SERPINE3 produzierenden 
HEK293-EBNA-Klons unter den in Tabelle 23 dargestellten Reaktionsbedingungen 
inkubiert und die Reaktionsprodukte durch Western-Blot analysiert. Als Positivkontrolle 
dienten Zellkulturüberstände von COS-7 Zellen, die mit Plasmiden für Bl-Spn1ΔKDEL 
(pCB3.1Spn1Mut) bzw. HCII (pWTBI1) transfiziert worden waren (Abschnitte 4.3.11 
und 4.6.5). Als Negativkontrolle dienten Überstände von COS-7-Zellen bzw. HEK-293-
EBNA-Zellen, die mit den leeren Ausgangsvektoren bzw. pCEP4-EGFP transfiziert 
worden waren. 
 
Tabelle 23: Komplexierungsansätze mit Transfektionsüberständen 
Zielprotease Versuchsbedingungen 
Furin 
27,5 µL Zellkulturüberstand  
1,5 µL CaCl2 (20 mM) 
1 U Furin  
30-60 min Inkubation bei 30 °C 
Thrombin 
50 µL Zellkulturüberstand 
1 µL Dermatansulfatlösung (20 µg/mL in Thrombinpuffer) 
3 min Inkubation bei 25 °C 
Zugabe von 1 µL Thrombin (0,3 NIH Units) 
30 min Inkubation bei 25 °C 
Trypsin 
30 µL Zellkulturüberstand 
1 µL Trypsin (25 ng/µL) 
1-60 min Inkubation bei 25 °C 
 
4.8.3 Enzymkinetik 
Die Effektivität, mit der Serpine ihre Zielenzyme inhibieren, wird durch die Parameter 
SI (Stöchiometrie der Inhibierung) und kass (apparente Geschwindigkeitskonstante 
zweiter Ordnung) angezeigt. Der SI-Wert beschreibt das Verhältnis von Inhibierungs- zu 
Substratreaktion und ist definiert als die Anzahl von Serpinmolekülen, die benötigt 
werden, um ein Molekül Zielenzym zu inhibieren. Die Geschwindigkeit, mit der die 
Hemmreaktion abläuft, wird durch den Wert kass beschrieben (Gettins, 2002b; Schechter 
& Plotnick, 2004).  
Zur Bestimmung der beiden Parameter wurden verschiedene kinetische Ansätze 
gewählt, die in den folgenden Kapiteln näher beschrieben werden. Alle Messungen 
(100 µL) wurden in 96-well Mikrotiterplatten (Corning, #3686) in einem  
FLUOstar/POLARstar galaxi Spektrometer der Firma BMG Labtechnologies bei 30 °C 
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vorgenommen. Untersucht wurde die Hemmkinetik verschiedener PCs. Als PC-Substrat 
wurde ein kurzes, an den Fluoreszenzfarbstoff 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) 
gekoppeltes Peptid mit PC-Konsensus-Sequenz (Arg-Thr-Lys-Arg) gewählt (Tabelle 
24). Dieses Peptid wird von den PCs effektiv gespalten, wodurch die AMC-Gruppe 
freigesetzt wird, deren Fluoreszenz bei 460 nm vermessen werden kann (Anregung: 
380 nm). 
 




gelöst in entgastem dH2O und auf eine Konzentration 
von 5 mM eingestellt; Lagerung bei -20 °C  
dec-RVKR-cmk 
Bachem, #N1505 
gelöst in DMSO und auf eine Konzentration von 1 mM 
eingestellt; Lagerung bei -20 °C 
 
 
Bestimmung von SI-Werten: 
Voraussetzung für eine akkurate SI-Bestimmung ist die genaue Kenntnis der aktiven 
Protease- und Serpinkonzentrationen ([E0] bzw. [I0]). Die Bestimmung der aktiven 
Konzentrationen von Furin bzw. mPC1/3 erfolgte durch Titration mit dem irreversiblen 
PC-Inhibitor dec-RVKR-cmk (Tabelle 24). Dieser reagiert mit den PCs im Verhältnis 
1:1, wobei der Ki Wert in beiden Fällen bei 2,0 nM liegt (Bieth, 1995; Knight, 1995; 
Jean et al., 1998).  
Für die Titration wurden konstante Furin- bzw. mPC1/3-Mengen mit unterschiedlichen 
dec-RVKR-cmk-Konzentrationen für 1 h im jeweiligen PC-Puffer inkubiert. Die 
genauen Reaktionsansätze sind Tabelle 25 zu entnehmen. Vor der Titration wurde 
mPC1/3 durch eine 6-stündige Inkubation in 100 mM NaAc, 10 mM CaCl2, pH 6,0 bei 
25 °C prä-aktiviert und anschließend mit Hilfe von Amicon YM-30 Säulen (Millipore, 
#42409) um den Faktor fünf ankonzentriert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die 
Titrationsansätze mit PC-Substrat und Puffer versetzt und die AMC-Freisetzung mit der 
Zeit verfolgt (Tabelle 25). Die Abnahme der proteolytischen Aktivität steht dabei in 
linearem Zusammenhang mit der Inhibitorkonzentration [I0]. Zur Bestimmung der 
aktiven PC-Konzentrationen wurde die Geradensteigung, die die Restaktivität der 
Protease repräsentiert, gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Es wurde eine 
Gerade an die Funktionswerte angelegt und aus deren Schnittpunkt mit der x-Achse die 
Konzentration des aktiven Enzyms abgeleitet (Schechter & Plotnick, 2004) 
Zur Bestimmung der SI-Werte wurden die PCs mit dem Serpin Bl-Spn1 analog zu dem 
für dec-RVKR-cmk beschriebenen Verfahren titriert. Für die Titration von Furin (2 nM) 
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wurde Bl-Spn1 in Konzentrationen von 0-75 nM eingesetzt. Die Titration von mPC1/3 
(2,5 nM) erfolgte mit 0-885 nM Bl-Spn1. Die PC-Restaktivität wurde gegen das 
Bl-Spn1/Enzym-Verhältnis ([I0]/[E0]) aufgetragen und die SI-Werte über lineare 
Regression aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der x-Achse (absolute Hemmung) 
abgeleitet. 
 
Tabelle 25: Reaktionsansätze für die SI-Wert Bestimmung 
Ansatz Zusammensetzung 
Furin-Titrationsansatz 
1,5 µL Furin (3 U) 
4,5 µL dec-RVKR (0-100 nM) 
6 µL 2 × Furinpuffer 
1 h Inkubation bei 30 °C 
mPC1/3-Titrationsansatz  
4 µL mPC1/3 
2 µL 2 × mPC1/3 Puffer 
1 µL H2O 
1 µL dec-RVKR-cmk (0-1000 nM) 
1 h Inkubation bei 25 °C 
Furin-Substratlösung 
20 µL pyr-RTKR-AMC (1 mM) 
50 µL 2 × Furinpuffer 
20 µL H2O 
Zugabe von 10 µL Titrationsansatz und Start der Messung  
mPC1/3-Substratlösung 
10 µL Pyr-Arg-Lys-Thr-Arg-AMC (1 mM) 
50 µL 2 × mPC1/3-Puffer 
33 µL H2O 
Zugabe von 7 µL Titrationsansatz und Start der Messung 
 
 
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante kass: 
Die Geschwindigkeitskonstanten für die Hemmung der PCs durch Bl-Spn1 wurden mit 
der Progress-Curve-Methode ermittelt, die ursprünglich zur Bestimmung kinetischer 
Konstanten für eine zweistufige, irreversible Tight-Binding-Inhibition durch kleine 
Hemmstoffe entwickelt wurde. Sie ist direkt anwendbar auf die irreversible Hemmung 
durch Serpine (Bieth, 1995; Schechter & Plotnick, 2004). 
Bei dieser Methode wird Enzym (E) zu einem Gemisch aus Inhibitor (I) und Substrat 
(S) gegeben und die Freisetzung des Produkts (P) kontinuierlich verfolgt. Bei einem 
solchen Ansatz stehen die beiden Reaktionen - proteolytische Freisetzung des Substrates 
(P) und Inhibition der Protease (EI) - in direkter Konkurrenz, was vereinfacht durch das 
in Abbildung 7 gezeigte Schema dargestellt werden kann.  




Abbildung 7: Schema der Progress-Curve-Methode. Bei kdiss und kass handelt es sich um Konstanten, 
die die Geschwindigkeit der Komplexbildung bzw. Komplexdissoziation beschreiben. Im Falle einer 
irreversiblen Inhibition gilt: kdiss = 0.  
 
 
Die Konstanten kdiss und kass stehen dabei in folgendem mathematischen 











Wenn der Substratumsatz während der Reaktion weniger als 5 % beträgt und wenn 
[I0] ≥ 10 [E0], so kann die Produktbildung mit der Zeit (t) durch Gleichung 2 
beschrieben werden: 
 
Gleichung 2 betvPF tkk
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vz beschreibt die Anfangsgeschwindigkeit, vs die Steady-State-Geschwindigkeit und b ist 
die Fluoreszenz (F) zum Zeitpunkt t = 0. Bei k’ handelt es sich um die apparente 
Relaxionskonstante pseudo-erster Ordnung, die mit kdiss und kass durch den in 
Gleichung 3 beschriebenen Zusammenhang in Verbindung steht. Wenn sich das Gleich-
gewicht für die Bildung des Enzym/Substratkomplexes deutlich schneller einstellt, als 
das Gleichgewicht für den Enzym/Inhibitorkomplex, so steigt die durch Gleichung 2 
beschriebene Produktbildung zunächst exponentiell. Sobald sich das System aus (E), (I) 
und (S) im Gleichgewicht befindet, nimmt der Produktumsatz entweder einen linearen 
Verlauf an (bei reversiblen Inhibitoren, Gleichungen 2 und 3) oder er bewegt sich auf 
einen Grenzwert zu (bei irreversiblen Inhibitoren, Gleichungen 4 und 5). Die 
Gleichungen 4 und 5 ergeben sich aus den Gleichungen 2 und 3 bei Anwendung der für 
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Zur Bestimmung von kass wurde der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzzunahme 
aufgenommen. Die Fluoreszenzzunahme ist dabei proportional zur Produktbildung [P] 
und wird mit dieser gleichgesetzt. Die gemessenen Werte wurden mit Hilfe der Software 
ENZFITTER an die Gleichung 2 angepasst, wodurch für jede Inhibitorkonzentration 
[I0] der entsprechende Wert für k’ bestimmt werden konnte. Wie aus den Gleichungen 3 
und 5 hervorgeht, stehen [I] und k’ in linearem Zusammenhang. Durch Auftragung von 
k’ gegen [I] wurde aus der Geradensteigung (m) der Wert für kass ermittelt 
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Da in die Berechnung von kass die Michaelis-Menten-Konstante Km mit einfließt, musste 
diese bestimmt werden. Der Km-Wert beschreibt die Substratkonzentration bei 
halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit. Gleichung 7 zeigt den Zusammenhang 
zwischen Km, der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (vmax), der 










Zur Bestimmung von Km wurde die zeitliche Produktbildung bei unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen und konstanter Enzymkonzentration gemessen. Für jedes [S] 
wurde die Geradensteigung (m) ermittelt. Diese entspricht der tatsächlichen 
Reaktionsgeschwindigkeit v. Der Wert für Km wurde schließlich durch Auftragung der 
Werte für v gegen [S] und Anpassung der Gleichung 7 mittels ENZFITTER ermittelt. 
Eine detaillierte Beschreibung der zur Bestimmung von Km und kass gewählten 
Reaktionsbedingungen ist in Tabelle 26 zu finden. Der Km-Wert für die Reaktion von 
Furin mit pyr-RTKR-AMC (20 µM) wurde aus der Literatur übernommen (Oley et al., 
2004). 
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Tabelle 26: Reaktionsbedingungen zur Bestimmung von kass und Km 
kass-Bestimmung, Furin-Bl-Spn1 
2 nM Furin  
Substratkonzentration: 200 µM 
Puffer: 1 × Furinpuffer 
Bl-Spn1 Konzentrationen: 0-576 nM 
Dauer der Messung: 116 min 
kass-Bestimmung, Furin-Bl-Spn1 
2,5 nM mPC1/3  
Substratkonzentration: 10 µM  
Puffer: 1 × mPC1/3 Puffer 
Bl-Spn1-Konzentrationen: 0 bis 63 nM 
Dauer der Messung: 20 min 
Km-Bestimmung, mPC1/3-pyr-RTKR-AMC  
0,5 nM mPC1/3 in 1 × mPC1/3 Puffer 
Substratkonzentrationen: 1-100 µM 
Dauer der Messung: 23 min 
 
 
4.9 Massenspektrometrische Analysen 
Mit Hilfe der MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption/ionization-time of 
flight-Massenspektrometrie) kann die Masse hochmolekularer Biomoleküle sehr genau 
bestimmt werden. Die zu analysierende Probe wird mit einem großen Überschuss einer 
geeigneten Matrix gemischt. Nach Verdunstung des Lösungsmittels bildet die Matrix 
Kristalle, in denen die Probenmoleküle eingeschlossen werden. Im Hochvakuum des 
Massenspektrometers werden die Kristalle für wenige Nanosekunden einem 
kurzwelligen Laserimpuls ausgesetzt, wodurch die UV-absorbierenden Matrixmoleküle 
sowie die eingebauten Analyten in die Gasphase freigesetzt werden. Bei diesem 
Vorgang werden die Analyten durch Protonierung ionisiert. Die Ionen werden in einem 
elektrischen Feld beschleunigt und auf dem Weg zum Detektor in einer feldfreien 
Flugröhre entsprechend ihres Masse/Ladungs-Verhältnisses (m/z) aufgetrennt (Zaluzec 
et al., 1995).  
Die MALDI-TOF-MS wurde zur Bestimmung der Furin- bzw. hPC1/3-Spaltstelle im 
Bl-Spn1-RSL eingesetzt. Des Weiteren wurde die Methode zur Verifizierung der 
Identität von bakteriell exprimiertem His6-GST-SERPINE3 eingesetzt. 
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Analyse der PC-Spaltstellen: 
Zur Identifikation der PC-Spaltstellen im RSL von Bl-Spn1 wurde gereinigtes Bl-Spn1 
mit Furin bzw. hPC1/3 für 1 h bei 30 °C inkubiert (Tabelle 27). Als Negativkontrolle 
wurde Bl-Spn1 ohne PC-Zusatz auf die gleiche Weise behandelt. 
 
Tabelle 27: Ansätze und Lösungen zur Identifikation der PC-Spaltstellen im Bl-Spn1-RSL 
Reaktion/Lösung Zusammensetzung 
Furin-Spaltansatz 
15 µL Furin (196 nM), 3 µL Bl-Spn1 (7,2 µM), 2 µL H2O, 1,5 µL  
20 mM CaCl2, 8,5 µL 50 mM Hepes, pH 7,5 
hPC1/3-Spaltansatz 
5 µL hPC1/3, 3 µL Bl-Spn1 (7,2 µM), 4 µL H2O, 3 µL 100 mM CaCl2,  
15 µL 50 mM MES, H 6,0   
Kontrolle 
3 µL Bl-Spn1 (7,2 µM), 17 µL H2O, 1,5 µL 20 mM CaCl2,  
8,5 µL 50 mM Hepes, pH 7,5 
Matrixlösung 
10 mg 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsäure (Sinapinsäure), 300 μl Acetonitril, 
700 μL 0,1 % TFA 
 
 
Die Entsalzung und Reinigung der Spaltansätze erfolgte mit Hilfe von ZipTip® 
C18-Spitzen (Millipore), wie bereits beschrieben (Oley, 2006). Die Eluate wurden auf 
einen Maldi-Targetchip pipettiert und zur Kristallisation mit 1 µL Matrixlösung 
gemischt. Die Spektren wurden von Dr. Matthias Letzel (Abteilung 
Massenspektrometrie, Fakultät für Chemie der Universität Bielefeld) mit einem Voyager 
DE Massenspektrometer (PE Biosystems GmbH) aufgenommen, der mit einem Large 
Scale Integration (LSI) Stickstoff-Laser (337 nm) und einem linearen Flugrohr (1,2 m 
Länge) ausgestattet ist. Für die Kalibrierung des Gerätes wurde das ProteoMassTM 
Protein MALDI-MS Calibration Kit (Sigma, #MSCAL3) nach Herstellerangaben 
verwendet (Sigma, 2001). Die Eichproteine wurden ebenso wie die Spaltansätze durch 
eine ZipTip-Behandlung gereinigt und entsalzt.  
 
Analyse von His6-GST-SERPINE3: 
Zur Verifizierung der Identität von His6-GST-SERPINE3 wurde eine Peptidmassen-
Fingerabdruck-Analyse durchgeführt. Hierfür wurden 750 ng gereinigtes His6-GST-
SERPINE3 (Abschnitt 4.4) aus einem SDS-Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten und das 
Gelstück anschließend zweimal für 10 min mit 350 µL 30 % (v/v) Acetonitril (ACN) in 
0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. Das Gelstück wurde für 20 min in 
einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschließend in 1 µL Verdaupuffer (3 mM Tris-
HCl, pH 8,8 mit 10 ng/µl Trypsin (Promega, #V5280)) rehydratisiert. Nach 
Zentrifugation (1 min, 13000 × g) wurden 2 µL 3 mM Tris-HCl, pH 8,8 zugegeben und 
der Ansatz über Nacht bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 6 µL Wasser und 5 µL 0,1 % 
MATERIAL UND METHODEN 
 51
TFA in 30 % ACN (jeweils 10 min Inkubation) wurde der Ansatz einer ZipTip-C18-
Behandlung unterzogen. Die Elution der Peptide erfolgte hierbei direkt in 5 µL 
Matrixlösung (α-Cyano-4-Hydroxy-trans-Zimtsäure in 50 % (v/v) ACN und 0,1 % (v/v) 
TFA). 2 µL des Eluates wurden anschließend auf einen Targetchip aufgetragen. Die 
Probe wurde von Raimund Hoffrogge und Marc Wingens (AG Zellkulturtechnik, 
Universität Bielefeld) in einem Ultraflex BRUKER Daltonics MALDI-TOF-System mit 
flexControl-Programm vermessen. Die erhaltenen Peptidmassen wurden unter 
Zuhilfenahme des Programms Mascot (Abschnitt 8.4) mit der NCBInr-Datenbank (alle 
Spezies) abgeglichen. Dabei wurde eine Massenabweichung von 150 ppm (parts per 
million) toleriert und maximal eine übersprungene Spaltstelle zugelassen. 
 
4.10 Affinitätschromatographie 
4.10.1 Affinitätsreinigung polyklonaler Anti-Serpin-Antiseren 
Die Reinigung SERPINE3- bzw. Bl-Spn1-spezifischer Antikörper aus polyklonalem 
Kaninchen-Antiserum erfolgte durch Bindung der Antikörper an immobilisierte GST-
Fusionsproteine und anschließend saurer Elution (Bar-Peled & Raikhel, 1996). In einem 
vorangehenden Schritt wurden gegen GST gerichtete Antikörper durch Inkubation des 
Serums mit GST-vernetzter Sepharose abgereichert.  
His6-GST, His6-GST-Bl-Spn1 und His6-GST-SERPINE3 wurden, wie unter 
Abschnitt 4.4 beschrieben, exprimiert (His6-GST, His6-GST-Bl-Spn1: 200 mL Kultur; 
His6-GST-SERPINE3: 600-1000 mL Kultur). Die geklärten Bakterienextrakte wurden 
bei RT für 1 h mit 500 µL Glutathion-Sepharose in einer 10 mL-PD10 Säule inkubiert. 
Dieser, wie auch alle folgenden Inkubationsschritte erfolgten unter vertikalem Schütteln 
bei RT.  
Tabelle 28: Puffer für die Antikörperreinigung 
Puffer Zusammensetzung 
Equilibrierungspuffer für Säulengenerierung PBS, 1 % Triton-X100, 1 mM EDTA 
Boratpuffer 0,2 M Borsäure, pH 9,6 
Kopplungspuffer 
20 mg DMP in 4 mL Boratpuffer 
unmittelbar vor der Kopplungsreaktion angesetzt 
Terminationspuffer 0,2 M Ethanolamin, pH 8,2 
Equilibrierungspuffer für Antikörperreinigung PBS, 2 mM PMSF 
Elutionspuffer 0,1 M Glycin-HCl, pH 2,5 
Neutralisationspuffer 2 M Tris-HCl, pH 13,0 
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Anschließend wurden die Sepharosen viermal mit 10 mL Equilibrierungspuffer, 
zweimal mit 10 mL PBS (jeweils 5 min Inkubation) und dreimal mit 12 mL Boratpuffer 
gewaschen. Für die Kopplungsreaktion wurden 4 mL Kopplungspuffer auf die Säule 
gegeben und das Gemisch für 30 min inkubiert. Zum Abstoppen der Kopplungsreaktion 
wurde die Säule zunächst 5 min, dann 1 h mit 12 mL Terminationspuffer inkubiert. 
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Säulen bis zur Verwendung in PBS 
mit 0,02 % Natriumazid und Proteaseinhibitorcocktail (Roche) bei +4 °C gelagert. 
Alle Schritte der Antikörperreinigung erfolgten bei 4 °C. Zur Entfernung unlöslicher 
Bestandteile wurden 2 mL des Antiserums zweimal zentrifugiert (13000 × g, 15 min) 
und anschließend mit 8 mL PBS verdünnt. Zur Abreicherung His6-GST-spezifischer 
Antikörper wurde das Serum mit Hilfe einer Schlauchpumpe kontinuierlich über die 
His6-GST-vernetzte und equilibrierte Säule gepumpt (3 h). Der Durchlauf wurde 
anschließend über die mit His6-GST-Serpin-vernetzte Säule gepumpt (3 h). Nach 
intensivem Waschen der Gelmatrix mit PBS wurden gebundene Antikörper mit 3 mL 
Elutionspuffer eluiert und 1 mL Fraktionen aufgesammelt. Um eine sofortige 
Neutralisation der Lösung zu bewirken, wurde in den Elutionsgefäßen jeweils 40 µL 
Neutralisationspuffer vorgelegt. Die Antikörperlösungen wurden mit 0,02 % 
Natriumazid und Proteaseinhibitorcocktail versetzt und bei -20 °C gelagert. 
4.10.2 Kopplung von Anti-SERPINE3-Antikörpern an Protein A-
Sepharose 
Zur Anreicherung von endogenem SERPINE3 aus MCF-7-Zellkulturüberständen wurde 
eine Immunoaffinitätsmatrix hergestellt. Gereinigte SERPINE3-Antikörper wurden, wie 
unter Abschnitt 4.10.1 beschrieben, kovalent an Protein A-Sepharose gebunden. 
Protein A, ein 42 kD großes Protein aus der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus 
aureus, bindet Immunglobuline des IgG-Typs gerichtet über deren Fc-Teil (Langone, 
1982). Bei dem in der Arbeit verwendeten Protein A handelt es sich um rekombinantes, 
in E. coli produziertes Material (GE Healthcare, #17-5280). Es zeichnet sich durch eine 
hohe Kapazität (10-30 mg IgG pro mL Bettvolumen) und Stabilität aus (GE Healthcare, 
2002). 
Zunächst wurde mit PBS equilibrierte Protein A-Sepharose für 3-4 h mit Antikörpern 
unter vertikalem Schütteln bei 4 °C inkubiert (40 µg Antikörper pro 100 µL Bettvolu-
men). Anschließend wurde die Matrix mit ca. 50 mL PBS gewaschen und die Antikör-
per mit DMP, wie in Abschnitt 4.10.1 beschrieben, kovalent an Protein A-Sepharose 
gekoppelt. Nach Terminierung der Reaktion mittels Ethanolamin wurde die Säule bei 
4 °C in PBS mit 0,02 % Azid und Proteaseinhibitorcocktail gelagert (Abschnitt 4.10.1).  
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4.10.3 Reinigung von endogenem SERPINE3 aus Kulturüberständen 
von MCF-7-Zellen 
MCF-7 Zellen wurden, wie in Abschnitt 4.6 beschrieben, unter serumhaltigen 
Bedingungen in 175 cm2-Flaschen kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das 
serumhaltige Medium entfernt und die Zellen für vier Tage in 30 mL serumfreiem 
Medium inkubiert. Die Überstände wurden geerntet und Zelltrümmer durch 
Zentrifugation entfernt. Zur spezifischen Anreicherung von SERPINE3 aus MCF-7-
Kulturüberständen wurden 100 µL der mit Anti-SERPINE3-Antikörpern vernetzten 
Protein A-Sepharose in eine 2 mL Leersäule gefüllt. Anschließend wurden 20 mL der 
MCF-7 Kulturüberstände für 2 h kontinuierlich bei 4 °C im Kreis über die Säule 
gepumpt. Nach ausgiebigem Waschen mit 40 mL PBS wurden gebundene Proteine 
dreimal mit 100 µL 0,1 M Glycin-HCl, pH 2,5 eluiert. Die Elutionsfraktionen und die 
Säule wurden anschließend sofort mit Neutralisationspuffer (Abschnitt 4.10.1) 
neutralisiert. Die Elutionsfraktionen wurden bei -20 °C gelagert oder sofort durch 




Vor kurzem wurde gezeigt, dass das Serpin Spn4A aus der Fruchtfliege Drosophila 
melanogaster (Dm) ein sehr potenter Inhibitor des humanen Furins und des PC2-
Homologs aus Dm ist und aufgrund seines Signalpeptids und ER-Retentionssignals mit 
PCs im sekretorischen Pfad kolokalisiert (Oley et al., 2004; Osterwalder et al., 2004; 
Richer et al., 2004). In Vertebraten wurde bisher nur ein PC hemmendes Serpin (PI8) 
identifiziert, dessen Rolle als physiologischer Inhibitor allerdings unklar ist, da es nicht 
wie PCs im sekretorischen Pfad lokalisiert ist.  
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Serpin Bl-Spn1 aus Branchiostoma 
lanceolatum, einem nahen Verwandten der Wirbeltiere, und dem humanen Serpin 
SERPINE3. Beide Serpine besitzen ein PC-Erkennungsmotiv an den mutmaßlichen 
P2/P1-Positionen in ihrem RSL und ein Signalpeptid für den Zugang zum 
sekretorischen Pfad. Das Branchiostoma-Serpin weist darüber hinaus wie das 
Dm-Serpin Spn4A ein ER-Retentionssignal auf. Abschnitt 5.1 behandelt die Funktion 
und Lokalisation von Bl-Spn1. Der zweite thematische Abschnitt (5.2) beschreibt die 
Identifikation, Klonierung und Expression von SERPINE3 sowie erste Analysen zur 
Funktion dieses Serpins. 
5.1 Funktionelle Charakterisierung des Serpins Bl-Spn1 aus 
Branchiostoma lanceolatum 
Das Branchiostoma-Serpin Bl-Spn1 wurde im Rahmen einer früheren Arbeit 
rekombinant in Bakterien exprimiert und in biologisch aktiver Form gereinigt 
(Tödtmann, 2004). Durch den Nachweis SDS-stabiler Komplexe mit der Serinprotease 
Thrombin konnte gezeigt werden, dass Bl-Spn1 ein inhibitorisches Serpin ist. Da die 
Komplexierungsreaktion sehr langsam verlief und der überwiegende Teil des Serpins als 
Substrat von Thrombin fungierte, erschien die Interaktion als unphysiologisch 
(Tödtmann, 2004). 
Zwei Merkmale in der Bl-Spn1-Proteinsequenz ließen vermuten, dass PCs natürliche 
Zielenzyme von Bl-Spn1 sind: (1) Viele PCs prozessieren Zielenzyme nach dibasischen 
Motiven. Die mutmaßlichen Positionen P2/P1 des RSLs von Bl-Spn1 sind mit den 
basischen Aminosäuren Lysin und Arginin besetzt. (2) Das Signalpeptid in Kombination 
mit dem C-terminalen ER-Retentionssignal „KDEL“ deutet auf eine Lokalisation des 
Serpins im sekretorischen Pfad, dem Aufenthaltsort von PCs, hin. Der Fragestellung, ob 
PCs als Zielenzyme von Bl-Spn1 in Betracht kommen, wurde zunächst durch in vitro-
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Komplexierungstests mit den PCs Furin, PC1/3 und PC2 nachgegangen. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sind im folgenden Abschnitt beschrieben. 
5.1.1 Nachweis SDS-stabiler Komplexe mit Furin und PC1/3 
Um eine Interaktion zwischen Bl-Spn1 und PCs nachzuweisen, wurde Bl-Spn1 als 
His6-GST-Fusionsprotein rekombinant in E. coli BL21(DE3) exprimiert und durch 
Affinitätschromatographie an Glutathion-Sepharose gereinigt. Aus 200 mL 
Bakterienkultur konnte durchschnittlich 5 mg Bl-Spn1-Fusionsprotein gereinigt werden. 
Der N-terminale His6-GST-Tag wurde durch Behandlung mit TEV-Protease abgespalten 
und zusammen mit der TEV-Protease über IMAC abgereichert (Abschnitt 4.4, 
Abbildung 8). Die Reinigungsprozedur glich größtenteils dem bereits beschriebenen 
Verfahren (Tödtmann, 2004). Für die Elution und die Abreicherung von Kontaminanten 
im Spaltansatz wurden allerdings phosphationenfreie Puffer verwendet, um so einer 
Komplexierung von Kalziumionen, die für die Aktivität von PCs essenziell sind, 
vorzubeugen. Aus Abbildung 8 geht hervor, dass das ca. 45 kD große Bl-Spn1 in 
hochreiner Form gewonnen werden konnte. Erwähnenswert ist, dass keine Signale 
detektiert werden konnten, die auf RSL-gespaltene (berechnete Größe: ca. 39,5 kD) und 
somit inaktive Bl-Spn1-Moleküle hingedeutet hätten.  
 
 
         
Abbildung 8: Reinigung von rekombinantem Bl-Spn1. Bakteriell exprimiertes His6-GST-Bl-Spn1 
wurde über Glutathion-Sepharose gereinigt (Spur 1) und zur Freisetzung des Serpin-Anteils mit TEV-
Protease inkubiert (Spur 2). Kontaminanten mit His6-Tag (TEV-Protease und His6-GST-Tag) wurden 
anschließend über IMAC abgereichert (Spur 3). Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie gefärbtes 





In einem ersten Komplexierungstest wurde eine Interaktion zwischen Bl-Spn1 und 
Furin (ca. 53 kD) getestet. Hierfür wurde Bl-Spn1, wie in Abschnitt 4.8.2 beschrieben, 
mit einer verkürzten löslichen Form von humanem Furin unter Zusatz von 1 mM CaCl2 
inkubiert; anschließend wurden die Reaktionsprodukte im Western-Blot analysiert. 
Abbildung 9 zeigt, dass Bl-Spn1 SDS-stabile Komplexe mit Furin bildet. Der ca. 
105 kD große Komplex konnte sowohl mit Anti-Bl-Spn1- als auch mit Anti-Furin-Anti-
körpern (Abbildung 9 A bzw. B, Spuren 2) nachgewiesen werden. Der mit Anti-
Bl-Spn1-Antikörpern entwickelte Western-Blot zeigt darüber hinaus, dass ein Teil der 
Inhibitormoleküle von Furin gespalten wird, was sich mit der Theorie des Branched-
Pathway-Mechanismus von Serpinen deckt (Gettins, 2002b). Die Komplexierungs-
reaktion erfolgte in Gegenwart eines Überschusses von Inhibitormolekülen. Aus 
Abbildung 9 B geht hervor, dass Furin nahezu vollständig durch Bl-Spn1 komplexiert 




Abbildung 9: Bildung SDS-stabiler Komplexe zwischen Bl-Spn1 und Furin. Bl-Spn1 wurde für 1 h 
mit Furin inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte durch Western-Blot (10 %ige Gele). Zur 
Detektion wurde Anti-Bl-Spn1-Antiserum (A) oder Anti-Furin-Antiserum (B) eingesetzt. Die 
Komplexierungsreaktionen sind jeweils in Spur 2 dargestellt, die Kontrollen in Spur 1 (nur Bl-Spn1) und 
Spur 3 (nur Furin). Die RSL-gespaltene Form von Bl-Spn1 ist durch einen Stern gekennzeichnet. Die 
Größen von Markerproteinen sind jeweils am linken Bildrand angegeben.  
 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Bl-Spn1 SDS-stabile Komplexe mit humanem 
Furin bildet, wurde untersucht, ob auch PC1/3 und PC2 – zwei weitere Mitglieder der 
PC-Familie – durch Bl-Spn1 komplexiert werden. Da Branchiostoma Homologe dieser 
Säuger-PCs exprimiert, war diese Analyse besonders interessant. Die Untersuchung von 
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PC1/3 war darüber hinaus auch deshalb von Interesse, weil bislang noch kein Serpin mit 
inhibitorischer Aktivität gegenüber PC1/3 identifiziert wurde. 
Im Gegensatz zur ubiquitär exprimierten Protease Furin werden PC1/3 und PC2 
überwiegend in neuroendokrinen Zellen exprimiert, wo sie eine zentrale Rolle bei der 
Prozessierung vieler Prohormone und Neuropeptide spielen (Seidah & Chretien, 1999). 
PC1/3 und PC2 existieren in unterschiedlich aktiven Formen. In saurem und 
kalziumreichem Milieu entstehen jeweils durch autokatalytische Prozessierung 
C-terminal-verkürzte und deutlich aktivere Varianten dieser Enzyme (Zhou & Lindberg, 
1994). Die Analyse der Interaktion zwischen Bl-Spn1 und PC1/3 erfolgte sowohl mit 
humanem PC1/3 (hPC1/3) als auch mit dem Maus-Homolog (mPC1/3). Während 
hPC1/3 bereits in der aktivierten 66-kD-Form bezogen wurde, mussten mPC1/3 und 
mPC2 in die kürzeren Varianten umgewandelt werden (Abschnitt 4.8.1, 71 kD bzw. 
66 kD). Die beiden PC1/3-Enzyme wurden für 1 h mit Bl-Spn1 inkubiert 
(Abschnitt 4.8.2). Anschließend wurden die Reaktionsprodukte durch Western-Blot 
analysiert. Aus Abbildung 10 geht hervor, dass Bl-Spn1 sowohl mit hPC1/3 als auch mit 
mPC1/3 SDS-stabile Komplexe (ca. 120 kD) bildete. Wie auch bei der Reaktion mit 




Abbildung 10: Bildung SDS-stabiler Komplexe zwischen Bl-Spn1 und PC1/3. Bl-Spn1 wurde mit 
hPC1/3 (A) bzw. mPC1/3 (B) inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden durch Western-Blot (10 %ige 
Gele) mit Anti-Bl-Spn1-spezifischen Antikörpern analysiert. Die Komplexierungsreaktionen sind in den 
Spuren 2 dargestellt, die entsprechenden Kontrollen in den Spuren 1 (nur Bl-Spn1) und Spuren 3 (nur 
PC1/3). Die RSL-gespaltene Form von Bl-Spn1 ist durch einen Stern gekennzeichnet Die Größen von 




Zur Analyse der Hemmung von mPC2 wurden verschiedene Bl-Spn1-Konzentrationen 
mit konstanten mPC2-Konzentrationen bei pH 5,0 inkubiert (Abschnitt 4.8.2). Nach 
verschiedenen Zeitintervallen (5-90 min) wurden Proben genommen und diese im 
Western-Blot analysiert. Keiner der Reaktionsansätze führte zur Ausbildung SDS-
stabiler Komplexe. Neben freiem Serpin (45 kD) konnten lediglich RSL-gespaltene 
Formen detektiert werden (nicht gezeigt). Auch in einer anschließenden Progress-
Curve-Analyse (Abschnitt 4.8.3), bei der die proteolytische Aktivität der Protease in 
Gegenwart unterschiedlicher Bl-Spn1-Konzentrationen gemessen wurde, konnte keine 
Reduktion der Aktivität von mPC2 durch Bl-Spn1 (215-2150 nM) nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz dazu bewirkte Dm-Spn4A/E eine drastische Reduktion der 




Abbildung 11: Kinetische Analyse der Hemmung von mPC2 durch Serpine. Unterschiedliche 
Konzentrationen von Bl-Spn1 (grün) und Dm-Spn4A/E (schwarz) wurden jeweils mit dem Substrat 
pRTKR-AMC (200 µM) gemischt und die Reaktionen durch Zugabe von mPC2 (0,1 U) gestartet. Die 
Serpinkonzentrationen sind rechts neben den Kurven angegeben.  
 
 
Durch die vorstehend beschriebenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
Bl-Spn1 mit humanem Furin und mit PC1/3, nicht aber mit mPC2 SDS-stabile 
Komplexe bildet. Eine inhibitorische Aktivität gegenüber mPC2 konnte auch im 
Rahmen einer anschließend durchgeführten kinetischen Analyse nicht nachgewiesen 
werden. Bl-Spn1 ist das erste Serpin, von dem gezeigt werden konnte, dass es SDS-
stabile Komplexe mit PC1/3 bildet. 
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5.1.2 Kinetische Charakterisierung der mPC1/3- und Furin-Hemmung 
Die Inhibition von Serinproteasen durch Serpine ist ein einzigartiger und komplexer 
Prozess, der chemische und strukturelle Veränderungen nach sich zieht. Nach der 
Bildung eines kovalenten Serpin-Acyl-Protease-Intermediats wird die Protease durch 
Insertion des RSLs in das β-Faltblatt A des Inhibitors irreversibel inhibiert. Neben 
dieser irreversiblen Hemmung kann aber auch eine Konkurrenzreaktion stattfinden, bei 
der die Protease aus dem Acyl-Intermediat durch Deacylierung freigesetzt wird, 
wodurch das Serpin zum Substrat der Protease wird. Das Verhältnis dieser beiden 
Reaktionen wird über den SI-Wert (stoichiometry of inhibition) beschrieben. 
Interaktionen von physiologischer Relevanz zeichnen sich durch niedrige SI-Werte und 
hohe Inhibitionskonstanten aus (Gettins, 2002b; Schechter & Plotnick, 2004).  
Die in Abschnitt 5.1.1 dargestellten Untersuchungen hatten ergeben, dass Bl-Spn1 SDS-
stabile Komplexe mit Furin und PC1/3 bildet, wobei Teile des Inhibitors auch als 
Substrat fungieren. Zur Quantifizierung des relativen Verhältnisses von Hemm- zu 
Substratreaktion wurden für beide Interaktionen die SI-Werte bestimmt (Abbildung 12).  
Hierfür wurden verschiedene Bl-Spn1-Konzentrationen mit konstanten Konzentrationen 
von Furin (25 nM) bzw. mPC1/3 (206 nM) inkubiert und anschließend die 
Restaktivitäten der Enzyme durch Zugabe des fluorogenen PC-Substrates pyr-RTKR-




Abbildung 12: SI-Bestimmung für die Hemmung von Furin und mPC1/3 durch Bl-Spn1.  
Furin (●-●) und mPC1/3 (▲-▲) wurden jeweils mit einem bis zu 4,5-fachen Überschuss an Bl-Spn1 
inkubiert und die Restaktivitäten der Enzyme gemessen. Die Auftragung zeigt die relativen 
Restaktivitäten in Abhängigkeit vom molaren Bl-Spn1/Protease-Verhältnis. Aus den Regressionsgeraden 




Die Restaktivität der Enzyme wurde gegen das Bl-Spn1/Enzym-Verhältnis ([I0]/[E0]) 
aufgetragen und die SI-Werte durch lineare Regression aus den Schnittpunkten der 
Geraden mit der x-Achse abgeleitet. Für die Reaktion mit Furin wurde ein SI-Wert von 
2,9 ermittelt (Abbildung 12). Der SI-Wert für die Interaktion von Bl-Spn1 mit mPC1/3 
lag mit 3,5 etwas höher. Diese SI-Werte liegen in derselben Größenordnung wie der SI-
Wert, der für die Interaktion von Dm-Spn4A/E und Furin (SI = 3,5) bestimmt wurde 
(Oley et al., 2004). 
Anschließend wurde für beide Hemmreaktionen mit Hilfe der Progress-Curve-Methode 
die apparente Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (kass) ermittelt 
(Abschnitt 4.8.3). Bei physiologisch relevanten Serpin-Protease Interaktionen hat kass 
einen Wert zwischen 1 × 104 M-1 s-1 und 1 × 108 M-1 s-1 (Gettins, 2002b). Zur 
Bestimmung von kass wurden verschiedene Konzentrationen von Bl-Spn1 mit Substrat 
gemischt und die Reaktionen jeweils durch Zugabe von Furin bzw. mPC1/3 gestartet. 
Abbildung 13 zeigt, dass die Fluoreszenz zu Beginn der Reaktionen schnell ansteigt, im 
Laufe der Zeit aber durch Hemmung der Proteasen immer mehr abflacht. Dabei gilt: je 
höher die Bl-Spn1-Konzentration, desto schneller die Hemmung. Durch nichtlineare 
Regression (Gleichung 2, Abschnitt 4.8.3) wurde für jede Serpinkonzentration die 
Hemmkonstante pseudo-erster Ordnung k’ bestimmt und  gegen die jeweilige Inhibitor-
konzentration aufgetragen. Die Assoziationskonstante kass wurde durch lineare 
Regression (Gleichung 3, Abschnitt 4.8.3) unter Berücksichtigung der jeweiligen 
Km-Werte bestimmt. Der Km-Wert für Furin wurde aus der Literatur übernommen (Oley 
et al., 2004). Der Km-Wert für mPC1/3 (9 µM) wurde wie in Abschnitt 4.8.3 beschrieben 
bestimmt (nicht dargestellt). Für die Interaktion von Bl-Spn1 mit Furin wurde eine 
Hemmkonstante von 3,8 × 104 M-1 s-1 ermittelt. Da die SI-Bestimmung ergeben hatte, 
dass 2,9 Bl-Spn1-Moleküle zur Hemmung eines Furin-Moleküls nötig sind, wurde die 
Konstante mit dem SI-Wert multipliziert und so ein apparenter kass-Wert von 
1,1 × 105 M-1 s-1 ermittelt. Für die Interaktion von Bl-Spn1 mit mPC1/3 wurde ein Wert 
von 2,8 × 105 M-1 s-1 bestimmt. Der SI-bereinigte Wert liegt für diese Interaktion bei 
9,8 × 105 M-1 s-1. Somit liegen die Inhibitionskonstanten für Furin und mPC1/3 im 





Abbildung 13: Kinetik der Hemmung von Furin und mPC1/3 durch Bl-Spn1. Unterschiedliche 
Bl-Spn1-Konzentrationen wurden mit dem Substrat pRTKR-AMC gemischt und die Reaktionen jeweils 
durch Zugabe von Furin (A) bzw. mPC1/3 (B) gestartet. Die Serpinkonzentrationen sind rechts neben den 
jeweiligen Progress-Curves angegeben. Die oben eingefügten Abbildungen zeigen jeweils die lineare 
Abhängigkeit der Hemmkonstante k’ von der Serpinkonzentration.  
 
 
Aus Abbildung 13 geht hervor, dass die Schnittpunkte der extrapolierten Geraden mit 
der y-Achse >0 sind. Diese Werte, die der Dissoziationskonstanten kdiss entsprechen, 
wurden zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten Ki herangezogen (Gleichung 1, 
Abschnitt 4.8.3). Für beide Reaktionen liegen die Ki-Werte im nanomolaren Bereich 
(Tabelle 29), weshalb beide Inhibitionsreaktionen als irreversibel betrachtet werden 
können.  
Durch die kinetischen Analysen konnte daher gezeigt werden, dass Bl-Spn1 Furin und 
PC1/3 mit physiologisch relevanten Geschwindigkeiten hemmt. PC2 wird dagegen 
nicht von Bl-Spn1 inhibiert.  
 
Tabelle 29: Kinetische Parameter der Furin- und mPC1/3-Inhibition  
 Furin mPC1/3 
SI 2,9 3,5 
kass 3,8 × 104 M-1 s-1 2,8 × 105 M-1 s-1 
kass × SI 1,1 × 105 M-1 s-1 9,8 × 105 M-1s-1 
kdiss 2,4 × 104 s-1 6,9 × 104 s-1 




5.1.3 Identifikation der Proproteinkonvertase-Spaltstellen 
In den vorangehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass Bl-Spn1 Furin und PC1/3 
inhibiert. Die Präsenz basischer Aminosäuren an den Positionen 363 und 364 (Sequenz 
siehe Abschnitt 8.3.1), dem mutmaßlichen reaktiven Zentrum von Bl-Spn1, hatte 
ursprünglich den Hinweis auf die Hemmung der PCs gegeben.  
Im weiteren Verlauf wurde durch Massenspektrometrie untersucht, ob die Spaltung des 
Serpins bei Durchlaufen des Substratpfads tatsächlich C-terminal der Aminosäure 
Arginin364 erfolgt. Hierfür wurde Bl-Spn1 mit Furin bzw. hPC1/3 inkubiert und die 
Reaktionsprodukte nach Entsalzung durch MALDI-TOF-MS analysiert (Abschnitt 4.9). 
Als Kontrolle wurde der Inhibitor ohne PC-Zusatz inkubiert. Für eine Spaltung 
C-terminal zur Position 364 (Arg) wurden dabei Fragmente der Größe m/z = 39614 
(N-terminales Fragment) und m/z = 4910,52 (C-terminales Fragment) erwartet. 
Abbildung 14 zeigt Ausschnitte aus den Spektren im Bereich m/z = 4560-6000. Es ist zu 
sehen, dass nach Inkubation des Inhibitors mit Furin (A) und hPC1/3 (B) ein Peak bei 
m/z = 4918,29 bzw. 4918,95 auftritt, der im Kontrollansatz (C) fehlt. Diese Werte 
korrelieren gut mit dem Wert, der für das erwartete C-terminale Fragment nach PC-
vermittelter Proteolyse berechnet wurde. Die erhaltenen Massen weichen um weniger 
als 0,16 % von der berechneten Masse ab, weshalb dieses Ergebnis als signifikant 
eingestuft werden kann. Fragmente, die durch Proteolyse C-terminal von der 
Aminosäurepositionen 363 (P2-Position) oder 365 (P1’-Position) entstanden wären, 
hätten Abweichungen von 1,8 bzw. 3,1 % verursacht. Der Nachweis des größeren 
N-terminalen Fragments ist mit dieser Methode nicht gelungen. Gleichwohl konnte 
durch dieses Experiment eindeutig gezeigt werden, dass die PCs den RSL von Bl-Spn1 
C-termial zum dibasischen Motiv spalten. Dieses Ergebnis wird weiterhin dadurch 
untermauert, dass eine Bl-Spn1-Mutante mit einem Alanin an Position P1 Furin nicht 




Abbildung 14: Identifizierung der PC-Spaltstellen im RSL von Bl-Spn1. Bl-Spn1 wurde mit Furin 
(A), hPC1/3 (B) oder H2O (C) inkubiert. Anschließend wurden die Proben durch MALDI-TOF-MS 
analysiert. Die in (A) und (B) auftretenden Signale bei m/z = 4918,29 bzw. 4918,95 belegen, dass die 




5.1.4 Das C-terminale KDEL-Motiv verhindert den Export von 
Bl-Spn1 aus COS-7-Zellen 
Das Branchiostoma-Serpin Bl-Spn1 war nicht nur wegen seines dibasischen RSL-
Motivs als Inhibitor von PCs in Betracht gezogen worden, sondern auch aufgrund seines 
C-terminalen ER-Retentionssignals (KDEL). Dieses Signal, in Kombination mit dem 
N-terminalen Signalpeptid, ließ vermuten, dass der Inhibitor im sekretorischen Pfad, 
dem Wirkort der PCs, zurückgehalten wird. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass das Furin 
inhibierende Serpin Dm-Spn4A, das über ein ähnliches Retentionssignal verfügt 
(HDEL), im ER lokalisiert ist (Oley et al., 2004). Im Folgenden wurde untersucht, ob 
auch die C-terminale KDEL-Sequenz von Bl-Spn1 eine intrazelluläre Retention des 




Abbildung 15: Das KDEL-Motiv verhindert die Sekretion von Bl-Spn1 aus COS-7-Zellen. COS-7-
Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die für Wildtyp-Bl-Spn1 oder für eine KDEL-Deletionsmutante 
des Serpins (Spn1Δ-KDEL) kodieren. Die Überstände und Extrakte der Zellen wurden durch Western-
Blot (10 %ige Gele) mit Anti-Bl-Spn1-Antikörpern analysiert (A). Die PVDF-Membran wurde 
anschließend gefärbt, um eine gleichmäßige Gelbeladung zu belegen (B). Die Spuren 1 und 2 zeigen 
jeweils die Überstände von COS-7-Zellen, transfiziert mit Wildtyp-Bl-Spn1 bzw. mit Bl-Spn1ΔKDEL. 
Die entsprechenden Extrakte sind in den Spuren 3 (Wildtyp-Bl-Spn1) und 4 (Bl-Spn1ΔKDEL) dargestellt. 
Die Spuren 5 und 6 zeigen die Überstände bzw. Extrakte nicht-transfizierter Zellen. Die Größen von 
Markerproteinen (Spur M) sind jeweils am rechten Bildrand angegeben. 
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Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden zwei eukaryotische Expressions-
konstrukte hergestellt, von denen das eine für Wildtyp-Bl-Spn1 (pcDNA3.1Spn1wSp) 
und das andere für eine KDEL-Deletionsmutante des Serpins (pcDNA3.1Spn1Mut, 
Bl-Spn1ΔKDEL) kodierte (Abschnitt 4.3.11). COS-7-Zellen wurden anschließend mit 
jeweils einem dieser Konstrukte transfiziert (Abschnitt  4.6.5). Im Anschluss an die 
Transfektion wurden die Proteine der Überstände und Extrakte der transfizierten Zellen 
durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Anti-Bl-Spn1-Antikörpern analysiert. 
Als Kontrolle dienten die Überstände und Extrakte nicht-transfizierter Zellen. 
Aus Abbildung 15 geht hervor, dass das Wildtyp-Serpin vollständig im Zellinnern von 
COS-7-Zellen zurückgehalten wurde, da es nur in den Extrakten (Spur 3), nicht aber in 
den Überständen (Spur 1) transfizierter COS-7-Zellen nachweisbar war. Die KDEL-
Deletionsmutante konnte dagegen sowohl in den Extrakten (Spur 4) als auch im 
Medium (Spur 2) nachgewiesen werden. In der Abbildung ist außerdem die nachträglich 
mit Coomassie angefärbte PVDF-Membran dargestellt, die belegt, dass gleiche Mengen 
der Wildtyp-und Mutanten-Proben analysiert wurden. Durch dieses Experiment konnte 
daher eindeutig gezeigt werden, dass das postulierte ER-Rückführungssignal die 
Sekretion von Bl-Spn1 aus COS-7-Zellen verhindert. 
 
5.1.5 Genomische Organisation des Bl-Spn1-Gens 
Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse hatten gezeigt, dass Bl-Spn1 ebenso wie das 
Dm-Serpin Spn4A ein PC inhibierendes Serpin ist, das aufgrund seines ER-Retentions-
signals im sekretorischen Pfad zurückgehalten wird. Aufgrund dieser funktionellen 
Ähnlichkeit und der gemeinsamen subzellulären Lokalisation bestand die Möglichkeit, 
dass die beiden Serpine Orthologe sind, d.h. dass ihre Gene von einem gemeinsamen 
Vorläufer-Gen abstammen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden die 
Aminosäuresequenzen der beiden Serpine und die Organisation ihrer Gene miteinander 
verglichen.  
Ein CLUSTALW-Alignment der Proteinsequenzen von Bl-Spn1 und Dm-Spn4A zeigte, 
dass die beiden Serpine eine Aminosäure-Identität von 38 % aufweisen. Um die Signifi-
kanz dieses Wertes einschätzen zu können, wurde die Aminosäure-Sequenz von Bl-Spn1 
mit den Sequenzen von weiteren 27 Dm-Serpinen durch ein CLUSTALW-Alignment 
verglichen. Das betreffende Alignment ist im Internet zu finden (ALIGN_000632.dat; 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/align/). Die Sequenzidentitäten bewegen sich 
zwischen 19 % (Bl-Spn1/ACP76A) und 36 % (Bl-Spn1/CG9456).  
Zur Bestimmung der Exon-Intron-Struktur des Bl-Spn1-Gens wurden aus der 
Bl-Spn1-cDNA verschiedene Primer abgeleitet (Abschnitt 8.2) und diese zur 
Amplifikation überlappender, genomischer Teilbereiche eingesetzt (Abschnitte 4.3.3 
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und 4.3.4). Die Teilfragmente wurden subkloniert und anschließend sequenziert. Aus 
den überlappenden Sequenzen wurde eine Gesamtsequenz erstellt (GenbankTM-
Zugangsnummer AJ889984), die anschließend zur Identifikation der Intronbereiche mit 
der Bl-Spn1 cDNA aligniert wurde. Die Struktur des Gens ist in Abbildung 16 
dargestellt. Das Alignment von cDNA und genomischer Bl-Spn1-DNA ist im Anhang 
dargestellt (Abschnitt 8.3.2). Hier sei erwähnt, dass es zwischen der kodierenden 
Sequenz der Bl-Spn1-cDNA und der genomischen Sequenz mehrere 
Nukleotidsubstitutionen gibt. Manche dieser Substitutionen führen zu einer veränderten 
Aminosäuresequenz (cDNA→genomische Sequenz: 7S→C, 43T→A, 66A→T, 
94V→A, 213I→V, 256L→F, 276I→L, 330S→L). Diese Unterschiede sind 
möglicherweise darauf zurückzuführen, dass cDNA und genomische DNA von 
unterschiedlichen Individuen isoliert wurden. Für die Bestimmung der Genstruktur von 




Abbildung 16: Exon-Intron-Struktur des Bl-Spn1-Gens. Exons sind als nummerierte Kästchen 
dargestellt. Translatierte Bereiche sind schwarz, untranslatierte Bereiche sind weiß eingefärbt. Introns 
sind als Linien dargestellt. Die Größen von Exons und Introns sind jeweils in Bp angegeben. Die (exakte) 
Lokalisation der Bl-Spn1-Introns ist dem Text oder dem im Anhang dargestellten Alignment zu 
entnehmen (Abschnitt 8.3.4).  
 
 
Das Bl-Spn1-Gen besteht aus vier Exons und drei Introns, wobei das erste Intron in der 
5’-untranslatierten Region (UTR) lokalisiert ist. Intron 2 unterbricht den kodierenden 
Bereich zwischen AS 55 und 56. Intron 3 folgt auf die erste Base des Tripletts für 
AS 155. Um einen Vergleich zwischen den Intronpositionen von Bl-Spn1 und 
Dm-Spn4A anstellen zu können, wurde die Bl-Spn1-Proteinsequenz mit reifem 
α1-Antitrypsin aligniert (Long et al., 1984) (Abschnitt 8.3.4). Bezogen auf die 
α1-Antitrypsin-Nummerierung liegt die Position von Intron 2 bei der 
Aminosäureposition 75c (die Suffixe a, b bzw. c geben an, ob das Intron nach der 
ersten, der zweiten oder der dritten Base eines Codons auftritt). Die Position von 
Intron 3 kann aufgrund von Alignment-Unsicherheiten nicht genau angegeben werden 
(mögliche Positionen: 174a, 175a oder 176a). Trotz dieser Unsicherheit ist klar, dass 
keine der Intronpositionen des Bl-Spn1-Gens mit einer der Positionen des Dm-Spn4-
Homologs übereinstimmt, dessen Introns, bezogen auf das α1-Antitrypsin-
Nummerierungssystem, die Positionen 305c bzw. 352a einnehmen (Krüger et al., 2002). 
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Diese Struktur und die Tatsache, dass die Sequenz-Identität von Bl-Spn1 und Dm-
Spn4A nicht signifikant höher ist als die Sequenz-Identität von Bl-Spn1 und anderen 
Dm-Serpinen, lassen offen, ob es sich bei den beiden Genen um Orthologe handelt. 
 
5.2 SERPINE3 – ein neues humanes Serpin mit dibasischem 
RSL-Motiv 
Die Ergebnisse dieser und einer früheren Arbeit (Oley et al., 2004) hatten gezeigt, dass 
sowohl Branchiostoma lanceolatum, ein enger Verwandter der Wirbeltiere, als auch die 
Fruchtfliege jeweils ein Serpin exprimieren, das aufgrund seiner PC inhibierenden 
Aktivität und seiner subzellulären Lokalisation als physiologischer Inhibitor von PCs in 
Betracht kommt. Damit stellte sich die Frage, ob auch Vertebraten die inhibitorische 
Aktivität von Serpinen zur Regulation der PC-Aktivität im sekretorischen Pfad nutzen.  
Während der Durchführung dieser Arbeit wurde eine Real-Time-PCR-Studie publiziert, 
in der untersucht wurde, wie die Expression von Serpinen und Proteasen in verschiede-
nen gesunden und kranken menschlichen Geweben korreliert (Badola et al., 2006). Im 
Rahmen dieser Studie wurde auch die Expression von SERPINE3 analysiert, eines bis 
dato völlig unbekannten Serpins. Die in der Studie gezeigte SERPINE3-RSL-Sequenz 
ließ vermuten, dass SERPINE3 ein neuer PC-Inhibitor in Vertebraten ist, da SERPINE3 
basische Aminosäuren an den potenziellen Positionen P2/P1 im RSL besitzt. Allerdings 
verbarg sich hinter der in der Studie angegebenen GenBankTM-Zugangsnummer eine 
Sequenz, die lediglich aus dem Humangenom abgeleitet worden war. Auch die 
Primersequenzen, die zur Analyse der Expression von SERPINE3 verwendet wurden, 
sind in der Studie nicht dargestellt. Weiterhin ergab eine Datenbankrecherche, dass für 
SERPINE3 zwei unterschiedliche aus dem Humangenom abgeleite Sequenzen annotiert 
sind (Abschnitt 5.2.1), deren tatsächliche Expression unklar war. Die folgenden 
Abschnitte befassen sich mit der Identifikation, Klonierung, Expression und ersten 
Analysen zur Funktion von SERPINE3. 
5.2.1 SERPINE3 ist unter Vertebraten hoch konserviert  
Durch Datenbankrecherche unter Nutzung von BLASTP (Abschnitt 8.4) konnte die 
Präsenz von SERPINE3-DNA-Sequenzen in verschiedenen Vertebraten – darunter 
Mensch, Schimpanse, Hausrind, Maus, Ratte, Pferd, Huhn und Zebrafisch – 
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Allerdings handelt es sich bei fast allen 
Sequenzen um vorhergesagte, nicht experimentell belegte DNA- und Proteinsequenzen. 
Lediglich die SERPINE3-Proteinsequenzen von Maus, Hausrind und Zebrafisch wurden 
aus experimentell belegten cDNA-Sequenzen abgeleitet. Für das menschliche 
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SERPINE3 sind zwei Sequenzen annotiert, die sich in ihren C-Termini voneinander 
unterscheiden (GenBankTM-Zugangsnummern: AX407123 bzw. XH_941682). Ein 
Aminosäure-Alignment dieser vorhergesagten Sequenzen mit den aus cDNAs 
abgeleiteten Sequenzen von Maus und Rind deutete darauf hin, dass es sich bei der 
Sequenz mit der GenBankTM-Zugangsnummer AX407123 um die richtige Vorhersage 
handelte, da der C-Terminus dieser humanen SERPINE3-Sequenz eine höhere 
Ähnlichkeit zu den Sequenzen von Maus und Rind aufwies (Abbildung 17). Diese 
Vermutung wurde durch Genstrukturanalysen gestützt (Abschnitt 5.2.4). Die folgenden 
zwei Abschnitte, die sich mit der Klonierung, Sequenz und Struktur von humanem 
SERPINE3 beschäftigen, liefern den experimentellen Beweis für die Richtigkeit dieser 
These. 
 
Schimpanse (XM_509786) : GTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTG--ITVFFD : 472 
Mensch (XM_941682)     : GTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTG--ITVFFD : 472 
Mensch (AX407123)      : GTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTG--FVFSIG : 397 
Rind (BC149709)        : GTKASAATALLLLKRSRIPIFKADRPFIFFLREPNTA--FVFSIG : 393 
Maus (AK053602)        : GTRSSAATAVLLLRRSRTSAFKADRPFIFLLREHSTG--FVFSIG : 394 
Pferd (XP_001488711)   : GTKTSAATALLLLKRSRIPIFKADRPFIFFLREPNTG--FVFSIG : 396 
Ratte (XP_001073783)   : GTKSCAATAVLLLRRSRTPAFKADRPFIFLLREHNTG--FVFSIG : 395 
Huhn (XM_417070)       : GTKASGATAMVLLKRSRTPIFKADRPFTFFLRQANTGTYARFLIQ : 775 
Zebrafisch (M_679453)  : GTKAASATAMVLLKRSRSAVFKADRPFLFILRQISTG--SLLFIG : 618 
                                                           
 
Schimpanse (XM_509786) : RI----------QIIYQCLSSNKGSFVHYPLKNKHSF-------  : 499 
Mensch (XM_941682)     : RI----------QIIYQCLSSNKGSFVHYPLKNKHSF-------  : 499 
Mensch (AX407123)      : R-------------------------VSNPLD------------  : 404 
Rind (BC149709)        : R-------------------------VLNPLH------------  : 400 
Maus (AK053602)        : R-------------------------VSNPLD------------  : 401 
Pferd (XP_001488711)   : R-------------------------VSNPLD------------  : 403 
Ratte (XP_001073783)   : R-------------------------VSNPLD------------  : 402 
Huhn (XM_417070)       : QQNHSQVAPKLLLMKNRIFSDTDLLIIQYLVNTEKWKFCKKKAK  : 819 
Zebrafisch (M_679453)  : R-------------------------VVNPADMP----------  : 627  
Abbildung 17: C-Termini der verschiedenen Vertebraten-SERPINE3-Proteine. Das Alignment wurde 
mit CLUSTALW erstellt. Identische Aminosäuren sind invertiert (weiß auf schwarz) dargestellt. Die 
GenBankTM-Zugangsnummern der Sequenzen sind in Klammern neben dem jeweiligen Organismus 
angegeben. Rote Zugangsnummern bedeuten, dass die Proteinsequenz aus einer cDNA abgeleitet wurde.  
 
5.2.2 Amplifikation und Klonierung der SERPINE3-cDNA 
Zur Amplifikation der humanen SERPINE3-cDNA wurde Gesamt-RNA aus der 
humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 isoliert und anschließend revers transkribiert 
(Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2). Diese Zelllinie wurde gewählt, da in einer Studie gezeigt 
wurde (Badola et al., 2006), dass das SERPINE3-Expressionsniveau in 
Lungenkrebsgewebe erhöht ist. Die Amplifikation der SERPINE3-cDNA erwies sich 
allerdings als schwierig, und es mussten zwei aufeinander folgende 
Amplifikationsrunden mit 35 bzw. 20 Zyklen durchgeführt werden, um das in 
Abbildung 18 dargestellte ca. 1200 Bp große Amplifikat zu erhalten, das den 
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vollständigen kodierenden Bereich der SERPINE3-cDNA repräsentiert. Das erste 
Primerpaar (E3_5’UTR, E3_3’UTR) war dabei in den hypothetischen untranslatierten 
Regionen der SERPINE3-cDNA angesiedelt (Abbildung 18). Diese Sequenzbereiche 
wurden aus der genomischen Sequenz abgeleitet (GenBankTM-Zugangsnummer: 
AL137780). Die Primer für die zweite Amplifikationsrunde (E3_F1+, E3_F2-) waren 
zum Anfangs- bzw. Endbereich der kodierenden Sequenz von SERPINE3 
komplementär. Das 1218 Bp große Amplifikat wurde subkloniert und anschließend 
sequenziert (Abschnitte 4.3.10 bis 4.3.12). Die Sequenz, die zu 100 % der 
vorhergesagten Sequenz AX407123 entspricht, wurde bei EMBL unter der Zugangs-
nummer AM402969 abgelegt. Die Sequenz ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.3). 
 
A B 
       
     
5’-Bereich 






  S  I  G  R  V  S  N  P  L  D    
…AGTATTGGGAGAGTTTCAAATCCCCTAGACTAAatgcatgttctccactttcatcaatgc 
 
Abbildung 18: Amplifikation der SERPINE3-cDNA. (A) 1,5 %iges Agarosegel zum Nachweis des 
1218 Bp großen SERPINE3-Amplifikats (Spur 1). Relevante Markergrößen sind am rechten Bildrand 
angegeben (in Bp, Spur M). (B) Ausschnitt aus dem 5’- bzw. 3’-Bereich der SERPINE3-cDNA zur 
Demonstration der Primer-Bindestellen. Die Primersequenzen der ersten PCR (gelb hervorgehoben) sind 
komplementär zu Sequenzen in der 5’- bzw. 3’-UTR der cDNA. Die Primersequenzen der nachfolgenden 
PCR (grün hervorgehoben) sind komplementär zum Anfangs- bzw. Endbereich der kodierenden Sequenz 
von SERPINE3. Start- und Stopcodon sind durch Fettdruck hervorgehoben. 
 
5.2.3 Analyse der SERPINE3-Aminosäuresequenz und Modellierung 
des Proteins 
Aus der cDNA wurde eine 404 AS lange Proteinsequenz abgeleitet (Abbildung 19). Am 
N-Terminus konnte mit Hilfe des Programms SignalP 3.0 (Abschnitt 8.4) ein 
potenzielles Signalpeptid (Positionen 1–20) und eine entsprechende Signalpeptidase-
Spaltstelle zwischen den Positionen 20 und 21 vorhergesagt werden. Das reife 
SERPINE3-Protein, das nach Abspaltung dieser Signalsequenz entsteht, besitzt eine 
berechnete Masse von 42,2 kD und einen pI von 6,02. Die Berechnungen wurden mit 
dem Programm ProtParam angestellt (Abschnitt 8.4). Eine Analyse der SERPINE3-
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Proteinsequenz mit ScanPros deckte eine für Serpine typische Sequenz innerhalb der 
Aminosäuren 375-385 sowie drei potenzielle N-Glykosylierungsstellen auf (Positionen 
46-48, 136-138, 148-150).  
 
        10        20        30        40        50        60        70       
         |         |         |         |         |         |         |     
MPPFLITLFLFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNETNFVISPAGVSLPLEILQFGAEG :  70 
                                                                             
        80        90       100       110       120       130       140       
         |         |         |         |         |         |         |        
STGQQLADALGYTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCFVEHVSWWANSSLE : 140 
                                                                             
       150       160       170       180       190       200       210       
         |         |         |         |         |         |         |      
PADLSEPNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMSFQGTWRKRFSSTDTQIL : 210 
 
       220       230       240       250       260       270       280       
         |         |         |         |         |         |         |    
PFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGHQVGVLELPYLGSAVSLFLVLPRDKDTPLSHIEPHLTAS : 280 
 
       290       300       310       320       330       340       350       
         |         |         |         |         |         |         |   
TIHLWTTSLRRARMDVFLPRFRIQNQFNLKSILNSWGVTDLFDPLKANLKGISGQDGFYVSEAIHKAKIE : 350 
                                                              
       360       370       380       390       400           
         |         |         |         |         |   
VLEEGTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTGFVFSIGRVSNPLD : 404  
Abbildung 19: Aminosäresequenz von SERPINE3. Hervorgehoben sind Signalpeptid (gelb), drei 
potenzielle N-Glykosylierungsstellen (rot), die Hinge-Region (pink), das reaktive Zentrum (Positionen 
P4-P3’, schwarz) sowie die Serpin-Signatur (blau). 
 
 
Durch den Vergleich der RSL-Sequenzen von SERPINE3 und anderen Serpinen 
(Abbildung 20) konnte die Präsenz einer konservierten Hinge-Region (P15-P9) 
nachgewiesen werden. Diese Region weist viele kleine Aminosäuren auf, was typisch 
für inhibitorische Serpine ist (Gettins, 2002b). Der Vergleich deutet ebenso darauf hin, 
dass Lys369 und Arg370 die Positionen P2 bzw. P1 des Proteins repräsentieren.  
 
 
                 P15   P12    P9             P1  P2’
                   |     |     |               |   | 
SERPINE3           G T K A S G A T A L L L L K R S R I P I  
SERPINE2           G T K A S A A T T A I L I A R S S P P W  
SERPINA1           G T E A A G A M F L E A I P M S I P P E  
SERPINI1           G S E A A A V S G M I A I S R M A V L Y  
SERPINB10          G T E A A A G S G S E I D I R I R V P S  
SERPINE1           G T V A S S S T A V I V S A R M A P E E  
SERPINB8           G T E A A A A T A V V R N S R C S R M E  
SERPINC1           G S E A A A S T A V V I A G R S L N P N  
Bl-Spn1            G S E A A A A T A V N M M K R S L D G E  
SERPIND1           G T Q A T T V T T V G F M P L S T Q V R  
SERPINA9           G T E A T A A T T T K F I V R S K D G P   
Abbildung 20: Alignment der RSL-Sequenzen von SERPINE3 und anderen Serpinen. Vergleich der 
(mutmaßlichen) Positionen P15 bis P5’ von SERPINE3, neun anderen humanen Serpinen und Bl-Spn1. 
Aminosäuren sind wie folgt hervorgehoben: basische, blau; saure, rot; polare, orange; nicht polare, grün. 
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Der C-Terminus von SERPINE3 weist im Gegensatz zu Bl-Spn1 und Dm-Spn4A kein 
ER-Retentionssignal auf, was auf eine extrazelluläre Lokalisation des Serpins hindeutet. 
Zusammengefasst deuten diese Sequenzmotive darauf hin, dass es sich bei SERPINE3 
um ein sekretiertes Protein handelt, dessen Zielproteasen möglicherweise PCs oder 
Trypsin-ähnliche Proteasen sind. 
Mit Hilfe des Programms Swiss-Model (Abschnitt 8.4) wurde auf Basis der bekannten 
Kristallstrukturdaten des humanen Serpins Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1, 
Synonym: SERPINE1, PDB-Code: 1db2A, Auflösung: 2,7 Å, Homologie-Score: 2e-49) 
eine Tertiärstruktur von SERPINE3 modelliert. Die in Abbildung 21 dargestellte 
Struktur beinhaltet die Positionen 28-401. Die ersten acht sowie die drei letzten 





Abbildung 21: Modell der Tertiärstruktur von SERPINE3. Helices sind gelb, β-Faltblätter rot (sA), 
blau (sB) und grün (sC) gekennzeichnet. Die Hinge-Region (P15-P9) ist lila eingefärbt. Der C-Terminus, 
die mutmaßlichen P2/P1-Positionen im RSL sowie die drei Asparagin-Reste der potenziellen 
N-Glykosylierungsstellen sind jeweils gekennzeichnet.  
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Das Modell, das neun α-Helices und drei β-Faltblätter zeigt, korreliert mit der typischen 
Struktur von Serpinen. Alle drei potenziellen N-Glykosylierungsstellen sind auf der 
Oberfläche exponiert, weshalb eine Glykosylierung des nativen Proteins möglich ist. In 
Helix A, den β-Faltblättern s2A und s4C sowie am Übergang zu Helix E befindet sich 
jeweils ein Cystein. Die Abstände zwischen den einzelnen Cystein-Resten übersteigen 




                                   hA             s6B             hB 
MPPFLITLFLFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNETNFVISPAGVSLPLEILQFGAEG
 
           hC                                         hD                                       s2A                                     hE 
STGQQLADALGYTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCFVEHVSWWANSSLE
 
s1A          hF                                   s3A                                       s4C
PADLSEPNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMSFQGTWRKRFSSTDTQIL
 
                              s3C                     s1B                      s2B                        s3B                          hG           hH
PFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGHQVGVLELPYLGSAVSLFLVLPRDKDTPLSHIEPHLTAS
 
                              s2C                    s6A              hI                                                                            s5A 
TIHLWTTSLRRARMDVFLPRFRIQNQFNLKSILNSWGVTDLFDPLKANLKGISGQDGFYVSEAIHKAKIE
 
                                                         s1C                s4B                   s5B 
VLEEGTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTGFVFSIGRVSNPLD 
 
Abbildung 22: Sekundärstrukturelemente von SERPINE3. Die Bezeichnung der Strukurelemente 
orientiert sich am Modell von α1-Antitrypsin (Abschnitt 2.3). Bereiche, die nicht modelliert werden 
konnten, sind grau eingefärbt (Farbgebung: siehe Abbildung 21). 
 
5.2.4 Organisation des SERPINE3-Gens 
Für die phylogenetische Klassifikation von Serpinen existieren unterschiedliche 
methodische Ansätze. Eines der Klassifikationssysteme teilt die Vertebraten-Serpine auf 
der Basis ihrer Genstrukturen und Intronpositionen innerhalb des konservierten 
Bereichs in sechs verschiedene Genfamilien ein (Ragg et al., 2001). 
Zur Klassifikation von SERPINE3 wurde zunächst die Organisation des Gens durch ein 
Alignment der SERPINE3-cDNA-Sequenz (AM402969) und der Sequenz der 
genomischen DNA ermittelt (Programm Spidey, Abschnitt 8.4) Der Protein kodierende 
Bereich des Gens setzt sich aus acht Exons und sieben Introns zusammen. Diese 
Strukturanalyse lieferte den ersten Hinweis dafür, dass es sich bei SERPINE3 um ein 
Vertebraten-Serpin der Gruppe 3 handelt, da eine solche genomische Organisation 
charakteristisch für die Serpine dieser Gruppe ist (Abbildung 23). Eine eindeutige 
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Zuordnung von SERPINE3 zur Gruppe 3 der Vertebraten-Serpine erfolgte schließlich 
durch Vergleich der Intronpositionen von SERPINE3 mit denen von Gruppe 3-Serpinen 
im α1-Antitrypsin-Referenzsystem. Im α1-Antitrypsin-Nummerierungssystem weisen 
die Serpine der Gruppe 3 insgesamt sechs konservierte Intronpositionen auf (Introns 
2-7: Positionen 167a, 230a, 290b, 323a, 352a und 380a). Die Position des ersten Introns 
dieser Serpine (~90a) kann aufgrund von Alignment-Unsicherheiten in dieser Region 
nicht genau angegeben werden (Ragg et al., 2001). Ein Aminosäure-Alignment von 
SERPINE3 und reifem α1-Antitrypsin zeigte, dass die Positionen und Phasen der 
Introns 2-7 von SERPINE3 exakt mit denen von Gruppe 3-Serpinen übereinstimmen. 
Die Position des ersten Introns liegt bei Position 89a (α1-Antitrypsin-Referenzsystem). 
Das entsprechende Alignment ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.4). Durch diese 
Strukturanalysen konnte daher nachgewiesen werden, dass SERPINE3 zur Gruppe 3 der 
Vertebraten-Serpine gehört. In Abbildung 23 sind die Genstrukturen aller bekannten 





Abbildung 23: Organisation der Gene von Gruppe 3-Serpinen. Translatierte Bereiche sind als 
schwarze, untranslatierte Bereiche als weiße Kästchen dargestellt. Introns sind durch Linien 
gekennzeichnet. Die Größe von Exons ist in Bp, die von Introns in kb angegeben. Für alle Serpine sind 
die genspezifischen Intronpositionen mit ihren Phasen angegeben (schwarze Dreiecke). Am oberen 
Bildrand sind weiterhin die α1-Antitrypsin-spezifischen Intronpositionen angegeben, die mit Ausnahme 
des ersten Introns bei allen dargestellten Serpinen gleich sind. Für SERPINE3 liegen noch keine 
Sequenzdaten für die UTRs vor (unterbrochene Linien und Kästchen). Die Genstrukturen basieren auf 
folgenden cDNA-Sequenzen: SERPINE1 (NM_000602), SERPINE2 (NM_006216), SERPINI1 




In diesem Zusammenhang sei kurz erwähnt, dass die Strukturanalysen auch dazu beitru-
gen, die richtige Vorhersage für die C-terminale Sequenz von SERPINE3 zu treffen 
(siehe Abschnitt 5.2.1). Bei der Strukturanalyse der beiden unterschiedlich annotierten 
SERPINE3-Sequenzen fiel auf, dass die Sequenz mit der GenBankTM-Zugangsnummer: 
XH-9486XX im Gegensatz zu der Sequenz mit der GenBankTM-Zugangsnummer 
AX407123 kein Intron an der konservierten Position 380a (α1-Antitrypsin-
Referenzsystem) aufwies. Ansonsten teilten beide Sequenzen alle Positionen mit denen 
der Gruppe 3-Serpine.  
5.2.5 Bakterielle Expression und Reinigung von His6-GST-SERPINE3 
Für Untersuchungen der biologischen Aktivität und zur Gewinnung von Antikörpern 
musste SERPINE3 in rekombinanter Form gewonnen werden. Da es bereits mehrfach 
gelungen war, Serpine in aktiver Form und in großen Mengen in Bakterien zu 
produzieren (Oley et al., 2004; Tödtmann, 2004), wurde ein bakterielles, auf dem 
Vektor pKM-263 basierendes Expressionsplasmid konstruiert (pKM-INA-E3, 
Abschnitt 4.3.11) Dieses Konstrukt kodiert für ein His6-GST-SERPINE3-Fusionsprotein 
und ist nahezu identisch aufgebaut wie das Plasmid pUT19 (Tödtmann, 2004), das für 
His6-GST-Bl-Spn1 kodiert (Abbildung 24). Auf die N-terminalen Tags und die 
Erkennungssequenz für die TEV-Protease folgt die Sequenz für das reife SERPINE3-
Protein (AS 18-404)  
 
 
                  GST                                  TEV             ↓   SERPINE3 (Positionen 18-404)  




                 GST                                   TEV            ↓   Bl-Spn1 (Positionen 16-407)        
  G  D  H  L  E  N  L  Y  F  Q  A  T  L  G  S  S…   
…GGCGACCATCTCGAGAATCTTTATTTTCAGGCAACTCTGGGAAGCTCC…  
Abbildung 24: Aufbau des His6-GST-SERPINE3-Fusionskonstruktes. Das Plasmid pKM-INA-E3 
(oben) kodiert für ein His6-GST-SERPINE3-Fusionsprotein und ist nahezu identisch aufgebaut wie das 
Plasmid pUT19 (unten), das für His6-GST-Bl-Spn1 kodiert. Auf den N-terminalen His6-GST-Tag (nur 
partiell dargestellt) und die TEV-Erkennungssequenz (rot) folgen die Sequenzen für die reifen Serpine 
(grün). Die TEV-Spaltstelle ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Konstruktion von 
pKM-INA-E3 ist in Abschnitt 4.3.11 beschrieben. 
 
 
His6-GST-SERPINE3 wurde in E. coli BL21(DE3) exprimiert (Abschnitt 4.4). Zur 
Analyse der Expression wurde jeweils vor IPTG-Induktion und bei der Ernte eine Probe 
genommen und durch SDS-PAGE (4.7.1) analysiert. Abbildung 25 A zeigt, dass das 
Fusionsprotein erfolgreich exprimiert werden konnte. Am Ende der Induktionsphase 
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(Spur 2), nicht aber vor Induktion (Spur 1), tritt ein starkes Signal bei ca. 70 kD auf 
(berechnete Größe des Fusionsproteins: 69,7 kD).  
Nach erfolgter Expression wurden die Bakterien mechanisch aufgeschlossen und das 
Fusionsprotein durch Affinitätschromatographie über Glutathion-Sepharose gereinigt 
(Abschnitt 4.4). Die Prozedur erfolgte im Batch-Verfahren bei 4 °C, wenn das Protein 
für Aktivitätsstudien eingesetzt werden sollte. Für die Gewinnung von 
Anti-GST-SERPINE3-Antikörpern waren große Mengen an rekombinantem Protein 
erforderlich, weshalb die Reinigung in diesem Falle mit Hilfe einer FPLC-Anlage bei 
Raumtemperatur durchgeführt wurde. Das in Abbildung 25 B dargestellte SDS-Gel 
zeigt die ersten sieben Elutionsfraktionen einer FPLC-Reinigung. Neben der 
Fusionsprotein-Bande bei ca. 70 kD treten im Bereich um 55 kD noch weitere Signale 
auf. Zur näheren Charakterisierung dieser Nebenprodukte wurden die 





Abbildung 25: Bakterielle Expression und Reinigung von His6-GST-SERPINE3. (A) Dokumentation 
der Expression von His6-GST-SERPINE3 in E. coli BL21(DE3). Vor Induktion (Spur 1) und bei Zellernte 
(Spur 2) wurden die Bakterien durch Aufkochen in Probenpuffer lysiert und die Proteine nach SDS-PAGE 
(10 %-Gele) mit Coomassie gefärbt. Das Fusionsprotein ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. (B) Nach 
Aufschluss der Bakterien wurde das freigesetzte His6-GST-SERPINE3 an Glutathion-Sepharose 
gebunden und anschließend eluiert. Das dargestellte Coomassie-gefärbte SDS-Gel zeigt die ersten sieben 
Elutionsfraktionen einer FPLC-Reinigung (jeweils 20 µL einer 0,5 mL Fraktion, Spuren 1-7). Die Größen 
von Markerproteinen (Spuren M) sind jeweils am linken Bildrand angegeben. 
 
 
Die Proteine im Bereich von 50-60 kD reagierten mit beiden Antikörpern (nicht 
gezeigt). Diese Befunde und die Tatsache, dass die Proteine auch durch IMAC nicht 
abgereichert werden konnten, deuteten darauf hin, dass die Nebenbanden C-terminale 
Abbauprodukte von SERPINE3 repräsentieren. Das SDS-Gel zur Dokumentation der 
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Expression von His6-GST-SERPINE3 (Abbildung 25 A) zeigt, dass die partielle 
Degradation von His6-GST-SERPINE3 möglicherweise bereits während der Expression 
in E. coli verursacht wird, da in der Probe der Zellernte (Spur 2) deutlich stärkere 
Signale im Bereich um 55 kD zu sehen sind als vor Induktion. 
Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde ein Bradford-Assay durchgeführt 
(Abschnitt 4.4). Aus einer 200 mL-Bakterienkultur konnten durchschnittlich 300 µg des 
rekombinanten His6-GST-SERPINE3-Fusionsproteins gereinigt werden. Im Falle von 
His6-GST-Bl-Spn1 wurden deutlich höhere Ausbeuten erzielt (ca. 5 mg pro 200 mL 
Kultur, Abschnitt 5.1.1). Eine SDS-PAGE-Analyse, bei der prozentual gleiche Mengen 
der löslichen und nicht-löslichen Fraktion nach French-Press-Aufschluss verglichen 
wurden, zeigte, dass der überwiegende Teil des Fusionsproteins in der unlöslichen 
Fraktion vorlag, was die geringen Ausbeuten erklärt (nicht dargestellt).  
 
Um sicherzustellen, dass die 70 kD-Bande tatsächlich His6-GST-SERPINE3 
repräsentierte, wurde die Bande einer Peptidmassen-Fingerprint-Analyse unterzogen 
(Abschnitt 4.9). Durch Abgleich der erhaltenen Massen mit der NCBInr-Datenbank 
konnten sowohl GST als auch SERPINE3 eindeutig identifiziert werden. Die 
massenspektrometrisch identifizierten Peptide sind in Abbildung 26 dargestellt. 
 
 
MHHHHHHASFMSPILGYW IKGLVQPT LLLEYLEE YEEHLYE DEGD W N FELGLEFPNLPYY
IDGDV LTQSMAII YIAD HNMLGGCP E AEISMLEGAVLDI YGVS IAYS DFETL VDFLS L
                     
PEML MFED LCH TYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFP LVCF IEAIPQID YL
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Abbildung 26: Peptidmassen-Fingerprint-Analyse von His6-GST-SERPINE3. His6-GST-SERPINE3 
wurde tryptisch verdaut und die Fragmente anschließend durch MALDI-TOF-MS vermessen. Die 
Abbildung zeigt die Aminosäuresequenz von His6-GST-SERPINE3. Die erste Aminosäure der 
SERPINE3-Proteinsequenz ist mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Lysin- und Argininreste sind fett 
hervorgehoben. Durch Abgleich der erhaltenen Massen mit der NCBInr-Datenbank mit Hilfe der Mascot-
Software konnten die schwarz gekennzeichneten Fragmente nachgewiesen werden. Der Mascot-Score für 
GST und SERPINE3 übersteigt mit 137 bzw. 98 den Signifikanz-Schwellenwert von 80. Die Sequenz-





Durch Inkubation mit TEV-Protease wurde versucht SERPINE3 aus dem Fusionsprotein 
freizusetzen (Abschnitt 4.4.1). Während die Kontrollprobe (His6-GST-Bl-Spn1) 
vollständig gespalten wurde, konnte im Falle von His6-GST-SERPINE3 keinerlei 
Spaltung nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch eine Erhöhung der 
Inkubationstemperatur von 4 °C auf 37 °C bei gleicher Inkubationszeit führte zu keiner 
Freisetzung von SERPINE3. 
5.2.6 Antikörpergewinnung und Reinigung der Antikörper  
Zur immunologischen Charakterisierung von SERPINE3 wurden Antiseren produziert. 
Die Immunisierung eines Kaninchens erfolgte mit dem im vorherigen Abschnitt 
beschriebenen gereinigten His6-GST-SERPINE3-Fusionsprotein durch die Firma 
Eurogentec (Abschnitt 4.5). Serumproben wurden 37, 65 und 85 Tage nach Start der 
Immunisierung entnommen. Zur Qualitätsprüfung der Antiseren wurden jeweils 
verschiedene Verdünnungen des His6-GST-SERPINE3-Fusionsproteins geblottet und 
die Blots mit verschiedenen Serumproben analysiert. In Abbildung 27 A ist eine Blot 
dargestellt, der mit einer 1:5000–Verdünnung des Antiserums vom 
66. Immunisierungstags analysiert wurde. Es ist zu sehen, dass 4,25 ng des 
Fusionsproteins noch gut mit dem Antiserum nachweisbar sind. Aus Abbildung 27 B 
geht allerdings hervor, dass ein beträchtlicher Anteil des Signals (ca. 30 %) auf die 
Präsenz von Anti-GST-Antikörpern zurückzuführen ist, da das Antiserum ebenso das 
His6-GST-Bl-Spn1-Fusionsprotein detektiert.  
 
 
Abbildung 27: Analyse des Anti-GST-SERPINE3-Antiserums. Western-Blot-Analyse (10 %-Gele) 
verschiedener Verdünnungsstufen von His6-GST-SERPINE3 (A) bzw. His6-GST-Bl-Spn1 (B). Die 
Proteinmengen (in ng) sind oberhalb der jeweiligen Spur angegeben. Für die Entwicklung wurde Anti-
GST-SERPINE3-Antiserum des 66. Immunisierungstages in einer 1:5000-Verdünnung eingesetzt 




Zur Abreicherung der Anti-GST-Antikörper und zur spezifischen Anreicherung von 
Anti-SERPINE3-Antikörpern wurde das Anti-GST-SERPINE3-Antiserum durch Affini-
tätschromatographie gereinigt (Abschnitt 4.10.1). Dazu wurde das Antiserum des 86. 
Immunisierungstages verwendet, das etwas stärkere Signale lieferte als das Antiserum 
von Tag 66 (nicht gezeigt). In einem ersten Schritt wurden gegen GST gerichtete 
Antikörper durch Inkubation des Antiserums mit immobilisiertem GST abgereichert. 
Die Reinigung und Anreicherung SERPINE3-spezifischer Antikörper erfolgte dann 
durch Bindung dieses partiell gereinigten Antiserums an immobilisiertes His6-GST-
SERPINE3 und anschließender Elution bei saurem pH. In Abbildung 28 A ist ein SDS-
Gel dargestellt, das die Immobilisierung von SERPINE3-Fusionsprotein an Glutathion-
Sepharose zeigt. Das in Abbildung 28 B dargestellte reduzierende SDS-Gel beschreibt 
den Verlauf der Antikörper-Reinigung. Während das Ausgangsserum (Spur 1), das GST-
bereinigte Serum (Spur 2) und der Überstand nach Inkubation mit der His6-GST-
SERPINE3-Sepharose (Spur 3) noch beträchtliche Mengen an Kaninchen-Serumalbu-
min (66 kD Bande) aufweisen, ist dieses in den Elutionsfraktionen (Spuren 4 und 5) 
kaum mehr nachweisbar. Stattdessen tritt in den Elutionsfraktionen ein deutliches Signal 




Abbildung 28: Reinigung des polyklonalen Anti-SERPINE3-Antiserums. (A) Zur Reinigung von 
Anti-SERPINE3-Antikörpern wurde His6-GST-SERPINE3 kovalent mit DMP an Glutathion-Sepharose 
gekoppelt. Jeweils vor Kopplung (Spur 1) und nach Kopplung (Spur 2) wurde ein Anteil der Sepharose-
Beads in Lämmli-Puffer aufgekocht und die Überstände durch SDS-PAGE (10 %iges Gel) analysiert. 
Proteine wurden durch Färbung mit Coomassie sichtbar gemacht (B) 10 %iges, mit Coomassie gefärbtes 
SDS-Gel, das die spezifische Anreicherung von Anti-SERPINE3-Antikörpern zeigt. Ausgangsserum und 
GST-bereinigtes Serum (jeweils 550 ng) sind in den Spuren 1 bzw. 2 dargestellt. Spur 3 zeigt den Über-
stand (550 ng) nach Inkubation mit immobilisierter His6-GST-SERPINE3-Sepharose. In den Spuren 4 
und 5 sind jeweils 550 ng Gesamtprotein der ersten beiden Elutionsfraktionen dargestellt. Die Größen von 
Markerproteinen (Spuren M) sind am rechten bzw. am linken Bildrand angegeben.  
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Die Charakterisierung der Antikörper erfolgte anschließend durch unterschiedliche Wes-
tern-Blot-Analysen. Zunächst konnte nachgewiesen werden, dass das gereinigte Antise-
rum nach wie vor sehr gut das SERPINE3-Fusionsprotein erkennt, gleichzeitig aber 
nicht mehr Bl-Spn1-Fusionsprotein detektiert (nicht dargestellt). Diese Analysen zeig-
ten, dass die Abreicherung der GST-Antikörper erfolgreich war und die Funktionalität 
der Antikörper durch die Reinigungsprozedur nicht beeinträchtigt wurde (nicht gezeigt). 
Abschnitt 5.2.12 zeigt, dass das Antiserum ebenso mit endogenem, nicht-denaturiertem 
SERPINE3 reagiert. 
5.2.7 Versuche zum Nachweis der Aktivität von His6-GST-SERPINE3 
Die Ansammlung vieler kleiner Aminosäuren im Bereich der Hinge-Region von 
SERPINE3 und die Präsenz basischer Aminosäuren an den mutmaßlichen Positionen P2 
und P1 deuteten darauf hin, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin ist, das ein 
ähnliches Zielprotease-Spektrum wie Bl-Spn1 aufweist. Mit Hilfe von Komplexierungs-
versuchen und/oder kinetischen Tests wurde eine mögliche Interaktion von His6-GST-
SERPINE3 mit den Serinproteasen Trypsin, Furin und PC1/3 untersucht (Abschnitt 
4.8). Da eine Abspaltung des His6-GST-Tags nicht möglich war (Abschnitt 5.2.5), 




Abbildung 29: His6-GST-Bl-Spn1 bildet Komplexe mit Trypsin; His6-GST-SERPINE3 wird durch 
Trypsin degradiert. His6-GST-SERPINE3 und His6-GST-Bl-Spn1 (jeweils 3 µg) wurden jeweils für 
20 min mit unterschiedlichen Trypsinkonzentrationen inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %-Gele) wurden 
die Proteine durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Spur 1: His6-GST-SERPINE3; Spuren 2 und 3: 
His6-GST-SERPINE3 mit 0,5 µg bzw. 2 µg Trypsin; Spur  4: His6-GST-Bl-Spn1; Spuren 5 und 6: His6-
GST-Bl-Spn1 mit 0,5 µg bzw. 2 µg Trypsin. Die Trypsin-Kontrolle (2 µg Trypsin mit Wasser statt Serpin) 
lieferte nur ein schwaches 23 kD-Signal (nicht dargestellt). Die Größen von Markerproteinen (LMW-
Marker) sind am rechten Bildrand angegeben. 
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Weder mit Trypsin noch mit Furin konnten SDS-stabile Komplexe nachgewiesen 
werden. Während nach 1-stündiger Inkubation mit Furin noch nicht einmal RSL-
gespaltene Formen des SERPINE3-Fusionsproteins detektiert werden konnten (nicht 
gezeigt), führte eine 20-minütige Inkubation mit Trypsin (23 kD) zu einer vollständigen 
Degradation des Serpins (Abbildung 29, Spuren 2 und 3). His6-GST-Bl-Spn1, das unter 
den gleichen Bedingungen mit Trypsin inkubiert wurde, bildete dagegen SDS-stabile 
Komplexe (ca. 90 kD) mit der Protease (Abbildung 29, Spuren 5 und 6). Unterhalb der 
90 kD-Komplexbanden sind noch weitere Signale zu sehen. Diese Signale sind in 
Spur 6 (equimolares Serpin-Protease-Verhältnis) deutlich ausgeprägter als in Spur 5 
(3-facher Serpin-Überschuss). Vermutlich handelt es sich bei diesen Banden um partiell 
degradierte Komplexe. Die in der Abbildung nicht dargestellte Kontrolle, bei der 
Trypsin mit Wasser anstelle von Serpin inkubiert wurde, lieferte außer einem schwachen 
Signal bei 23 kD (Trypsin) keine weiteren Signale. 
Anschließend wurde mit Hilfe der Progress-Curve-Methode eine mögliche Interaktion 
von His6-GST-SERPINE3 mit mPC1/3 untersucht. Als Positivkontrolle diente 
wiederum das Bl-Spn1-Fusionsprotein. Während die proteolytische Aktivität der 
Protease in Gegenwart von Bl-Spn1-Fusionsprotein (215 bzw. 584 nM) sehr schnell 
abnahm (nach 50 min noch 27 % bzw. 14 % Restaktivität), konnte keinerlei Reduktion 
der Proteaseaktivität durch His6-GST-SERPINE3 (360-1584 nM) nachgewiesen werden 
(nicht gezeigt). Ebenso wenig konnte eine Verminderung der proteolytischen Aktivität 
von Furin durch His6-GST-SERPINE3 nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Dies 
bestätigt das Ergebnis des zuvor durchgeführten Komplexierungstests.  
Zusammengefasst zeigten diese Untersuchungen, dass His6-GST-SERPINE3 mit 
keinem der Interaktionspartner von Bl-Spn1 reagierte. Für Bl-Spn1 wurde im Rahmen 
dieser Studien mit Trypsin ein weiteres Zielenzym identifiziert. 
5.2.8 Herstellung und Charakterisierung einer Bl-Spn1-Mutante mit 
SERPINE3-RSL-Sequenz 
Da keinerlei inhibitorische Aktivität des SERPINE3-Fusionsproteins nachgewiesen 
werden konnte, musste in Betracht gezogen werden, dass das rekombinant in Bakterien 
produzierte Material biologisch inaktiv ist. Die vollständige proteolytische Degradation 
des Serpins durch Trypsin und die Tatsache, dass sich der N-terminale His6-GST-Tag 
nicht abspalten ließ, stützten diese Vermutung. Andererseits konnte ebenso wenig 
ausgeschlossen werden, dass die getesteten Proteasen – allesamt Zielenzyme von 
Bl-Spn1 – keine Zielenzyme von SERPINE3 sind. Die RSL-Sequenzen von SERPINE3 
und Bl-Spn1 weisen mehrere Unterschiede auf (Abbildung 30), wobei zwei 
Unterschiede besonders markant sind: (1) Während Bl-Spn1 im Bereich der Positionen 
P3 bis P6 mit Asparagin (P5) immerhin noch eine geladene Aminosäure aufweist, sind 
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diese Positionen bei SERPINE3 durchweg mit der Aminosäure Leucin besetzt. (2) An 
der Position P2’ besitzt SERPINE3 die basische Aminosäure Lysin, Bl-Spn1 dagegen 
die Aminosäure Leucin. In der Folge wurde eine Bl-Spn1-Mutante („LuckyLoop“) 
hergestellt, deren RSL-Sequenz im Bereich der Positionen P9 bis P2’ der RSL-Sequenz 
von SERPINE3 entspricht. Hierfür wurden die Positionen P3 bis P6 zu Leucin und die 
Position P2’ zu Lysin mutiert (Abbildung 30). Ziel war es herauszufinden, ob sich diese 
Veränderungen auf die inhibitorische Aktivität/Spezifität des Serpins auswirken.  
 
 
            P15          P1 P2’                                         
            |             | | 
SERPINE3  : GTKASGATALLLLKRSR-IPIFKADRPFIYFLREPNTGFVFSIGRVSNP--LD-----  
Bl-Spn1   : GSEAAAATAVNMMKRSLDGETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEGLTTKDEL  
LuckyLoop : GSEAAAATALLLLKRSRDGETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEGLTTKDEL  
                  -----------  
Abbildung 30: Aminosäure-Alignment der RSL-Sequenzen von SERPINE3, Bl-Spn1 und der 
Mutante „LuckyLoop“. Das Alignment wurde mit CLUSTALW erstellt. Identische Aminosäuren sind 
invertiert dargestellt (weiß auf schwarz). Die RSL-Sequenz der Bl-Spn1-Mutante „LuckyLoop“ stimmt 
im Bereich der Positionen P9 bis P2’ (gestrichelte Linie) mit der von SERPINE3 überein. Vom Wildtyp-
Bl-Spn1-Protein unterscheidet sich die Mutante an fünf Positionen (P6 bis P3 und P2’).  
 
 
Das entsprechende Expressionskonstrukt (pLuckyLoop) wurde durch Mutagenese-PCR 
hergestellt (Abschnitte 4.3.4 und 4.3.11). Als Ausgangsplasmid diente pUT19, das für 
das Wildtyp-Bl-Spn1-Fusionsprotein kodiert. Die „LuckyLoop“-Variante wurde als 
His6-GST-Fusionsprotein in E. coli BL21(DE3) exprimiert (nicht gezeigt) und 
anschließend an Glutathion-Sepharose gereinigt. Zur Abtrennung des His6-GST-Tags 
wurde das Fusionsprotein mit TEV-Protease inkubiert und der Tag sowie die TEV-
Protease über Metallionenchromatographie abgereichert (Abschnitt 4.4).  
Das Fusionsprotein konnte in hoher Reinheit gewonnen werden (Abbildung 31 A). 
Auch die Abspaltung und Abreicherung des N-terminalen Tags gelang 
(Abbildung 31 B). Insgesamt ließ sich die Mutante sehr gut reinigen. Die Ausbeuten 
waren zwar im Vergleich zum Bl-Spn1-Wildtyp-Protein geringer (ca. 30 %), überstiegen 





Abbildung 31: Reinigung der Bl-Spn1-Mutante „LuckyLoop“. (A) His6-GST-LuckyLoop wurde in 
E. coli exprimiert und an Glutathion-Sepharose gereinigt. Das 10 %ige, mit Coomassie gefärbte Gel zeigt 
die ersten drei Elutionsfraktionen einer Batch-Reinigung (Spuren 1-3). (B) Das gereinigte Fusionsprotein 
wurde zur Abtrennung des N-terminalen His6-GST-Tags mit TEV-Protease inkubiert und der Tag sowie 
die TEV-Protease durch IMAC abgereichert. TEV-Spaltansatz: Spur 1; Durchlauf: Spur 2; 




Nach erfolgreicher Reinigung der Mutante wurde durch Komplexierungstests die 
Bildung SDS-stabile Komplexe mit den Proteasen Trypsin und Furin untersucht (siehe 
Abschnitt 5.2.7). Für die Reaktion mit Trypsin wurde Fusionsprotein eingesetzt, für die 
Reaktion mit Furin die Mutante ohne Tags. Als Kontrolle diente das Wildtyp Bl-Spn1-
Protein. Interessanterweise bildete die Mutante SDS-stabile Komplexe mit Trypsin 




Abbildung 32: Die „LuckyLoop“-Variante bildet SDS-stabile Komplexe mit der Protease Trypsin. 
His6-GST-LuckyLoop (3 µg) und die Kontrolle His6-GST-Bl-Spn1 (3 µg) wurden jeweils für 20 min mit 
unterschiedlichen Trypsin-Konzentrationen inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %ige Gele) wurden die 
Proteine durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Spur 1: His6-GST-Bl-Spn1; Spuren 2 und 3: 
His6-GST-Bl-Spn1 mit 2 µg bzw. 0,5 µg Trypsin; Spur  4: His6-GST-LuckyLoop; Spuren 5 und 6: 




Was die Interaktion mit Trypsin anbelangt, so fungierte die Mutante im Vergleich zum 
Wildtyp-Protein etwas stärker als Substrat der Protease. Dies zeigt der Vergleich der 
Spuren 2 und 5 in Abbildung 32, in denen das Ergebnis der Komplexierungsreaktionen 
equimolarer Mengen von Bl-Spn1 bzw. der Mutante mit Trypsin dargestellt ist. 
Die Tatsache, dass eine Bl-Spn1-Mutante mit SERPINE3-RSL-Sequenz 
(Positionen P9-P2’) SDS-stabile Komplexe mit Trypsin, nicht aber mit Furin bildete, 
deutete darauf hin, dass SERPINE3 möglicherweise ein anderes Zielprotease-Spektrum 
als Bl-Spn1 aufweist. Darüber hinaus stützte der Nachweis SDS-stabiler Komplexe 
zwischen der Mutante und Trypsin die Vermutung, dass das bakteriell gereinigte 
His6-GST-SERPINE3, das durch Trypsin vollkommen degradiert wurde, biologisch 
inaktiv ist. 
5.2.9 Lokalisation von SERPINE3 
Mit Hilfe des bakteriellen Expressionssystems war es gelungen, SERPINE3 in Form 
eines Fusionsproteins zu produzieren. Dieses Fusionsprotein ermöglichte die Gewin-
nung eines Anti-SERPINE3-Antiserums, womit ein wichtiges Werkzeug zur weiteren 
Charakterisierung von SERPINE3 zur Verfügung stand. In der Folge wurde das COS-7-
System dazu genutzt, die Expression und Lokalisation von SERPINE3 zu untersuchen. 
Die Analyse der Sequenz von SERPINE3 hatte ergeben, dass das Protein an seinem N-
Terminus ein potenzielles Signalpeptid aufweist. Da gleichzeitig keinerlei Signale 
identifiziert werden konnten, die auf eine intrazelluläre Lokalisation/Retention von 
SERPINE3 hingedeutet hätten (Abschnitt 5.2.3), wurde eine extrazelluläre Lokalisation 
von SERPINE3 postuliert. Zur Analyse dieser Fragestellung wurde ein eukaryotisches, 
auf dem Plasmid pcDNA3.1 basierendes Konstrukt hergestellt, das den vollständigen 
kodierenden Bereich der SERPINE3-cDNA-Sequenz beinhaltet (pFUK_E3, 
Abschnitt 4.3.11). Durch Mutagenese-PCR (4.3.4) wurde nachträglich eine Kozak-
Konsensussequenz in das Konstrukt eingeführt, um eine optimale Expression zu 
gewährleisten. Das Konstrukt wurde pKKS-E3 genannt (Abschnitt 4.3.11).  
COS-7-Zellen wurden anschließend mit dem Plasmid pKKS-E3 transfiziert 
(Abschnitt 4.6.5). Als Negativkontrolle diente der leere pcDNA3.1-Vektor. Als Positiv-
kontrolle wurden COS-7-Zellen mit dem Konstrukt pWTBI1 transfiziert, das für das 
sezernierte Serpin Heparinkofaktor II (HCII) kodiert. 36 h nach der Transfektion wur-
den prozentual gleiche Mengen der Kulturüberstände und Zellextrakte geblottet und die 
Blots mit gereinigten Anti-SERPINE3-Antikörpern bzw. Anti-HCII-Antikörpern analy-




Abbildung 33: SERPINE3 wird von COS-7-Zellen sekretiert. COS-7-Zellen wurden mit Plasmiden 
für SERPINE3 bzw. HCII transfiziert. 36 h nach der Transfektion wurden gleiche prozentuale Anteile von 
Überständen (A) und Extrakten (B) durch Western-Blot (10 %ige Gele) mit Anti-SERPINE3 bzw. Anti-
HCII-Antikörpern analysiert. Spuren 1: SERPINE3; Spuren 2: pcDNA3.1-Kontrolle; Spuren 3: HCII. Die 
Größen von Markerproteinen sind jeweils am linken Bildrand angegeben. Spur M: PageRuler-Marker. 
 
 
Abbildung 33 A zeigt die Analyse der Überstände, Abbildung 33 B die Analyse der 
Extrakte. Das Serpin HCII ist wie erwartet sowohl in den Überständen als auch in den 
Extrakten als 76 kD großes Protein nachweisbar (Spuren 3). Diese Größe ist 
charakteristisch für dieses Glykoprotein (Kamp et al., 2001). In den Extrakten tritt 
weiterhin ein Signal bei ca. 55 kD auf. Möglicherweise handelt es sich hierbei um eine 
nicht-glykosylierte Variante von HCII. Ebenso konnte SERPINE3 sowohl in den 
Überständen als auch in den Zellextrakten nachgewiesen werden (Spuren 1). In den 
Überständen ist SERPINE3 als singuläre Bande bei ca. 57 kD detektierbar. Das Signal 
der Extrakte läuft bei einer etwas niedrigeren Größe. Insgesamt ist die Signalstärke in 
den Überständen deutlich stärker als in den Extrakten. Es fällt auf, dass das im 
Überstand nachgewiesene SERPINE3-Protein mit ca. 57 kD deutlich größer ist als 
berechnet (42,2 kD, Abschnitt 5.2.3). Dies deutet darauf hin, dass SERPINE3 
posttranslational modifiziert ist. Mittlerweile wurde im Rahmen einer Diplomarbeit 
nachgewiesen, dass SERPINE3 N-glykosyliert ist (Feicht, nicht veröffentlichte Daten).  
Zusammenfassend bestätigt dieses Experiment die Vermutung, dass SERPINE3 eine 





5.2.10 Expression von SERPINE3-Varianten in der Zelllinie 
HEK-293-EBNA  
Für zukünftige Analysen zur Funktion von SERPINE3 musste ein System etabliert 
werden, das eine rekombinante Expression von SERPINE3 in biologisch aktiver Form 
und in ausreichenden Mengen gewährleistet. Die folgenden Abschnitte befassen sich 
mit der Etablierung und Charakterisierung rekombinanter HEK-293-EBNA-Zelllinien, 
die unter Selektionsdruck kontinuierlich SERPINE3 ins Medium sezernieren. 
HEK-293-EBNA-Zellen exprimieren konstitutiv das EBNA-1-Gen des Epstein-Barr-
Virus (EBV). Dieses Protein bewirkt über einen noch nicht vollständig geklärten 
Mechanismus die episomale Replikation von Plasmiden, die den EBV-Replikations-
ursprung aufweisen (Yates et al., 1985; Horlick et al., 1997). Der in der vorliegenden 
Arbeit verwendete Expressionsvektor pCEP4 verfügt über diesen Replikationsursprung 
und weist darüber hinaus eine Hygromycin-Resistenzkassette auf (Abschnitt 4.6.5). 
Ausgangspunkt für die Herstellung eines SERPINE3-Expressionskonstruktes für 
HEK-293-EBNA-Zellen war das Plasmid pTerminator3C, das von O. Krämer im 
Rahmen seiner Bachelorarbeit hergestellt worden war (Abschnitt 4.3.11). Dieses 
Konstrukt basiert auf dem Plasmid pSecTag2B (Abschnitt 8.1) und kodiert für ein 
SERPINE3-Protein mit N-terminalem His6-Tag. Die SERPINE3-eigene Signalsequenz 
wurde bei diesem Plasmid durch das im Vektor kodierte IgG κ-Sekretionssignal der 
Maus ersetzt, da zum damaligen Zeitpunkt die Funktionalität des SERPINE3-
Signalpeptids noch nicht geklärt war. Der Aufbau des Konstrukts ist in Abbildung 34 
dargestellt. Im Rahmen der oben genannten Bachelorarbeit gelang es, pTerminator3C 
erfolgreich in COS-7-Zellen zu exprimieren (Krämer, 2007). Zur Herstellung eines 
Expressionskonstruktes für HEK-293-EBNA-Zellen wurde die SERPINE3-cDNA-
Sequenz inklusive der IgG κ-Signalsequenz in den Vektor pCEP4 umkloniert. Das 
resultierende Plasmid wurde pCEP4-T3C genannt (Abschnitt 4.3.11). 
Zur schnellen Analyse der Transfektionseffizienz wurde das Plasmid pCEP4-EGFP 
konstruiert, das für das grün-fluoreszierende Protein (EGFP) kodiert. Darüber hinaus 
wurden für weitere Analysen zur Funktion von SERPINE3 zwei Plasmide hergestellt, 
die für RSL-Mutanten des Serpins kodieren (Abbildung 34). Während das Plasmid 
pCEP4-T3C-P1A für eine SERPINE3-Mutante mit einem Alanin an Position P1 kodiert 
(SERPINE3-P1-Ala), kodiert pCEP4-T3C-P2A für eine SERPINE3-Variante mit einem 
Alanin an Position P2 (SERPINE3-P2-Ala). Die Plasmide wurden durch Mutagenese-
PCR auf pTerminator3C hergestellt (Abschnitt 4.3.11). Die mutierten Sequenzen 
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Abbildung 34: SERPINE3-Expressionsplasmide für HEK-293-EBNA-Zellen. (A) Schematische 
Darstellung des Plasmids pTerminator3C, das Ausgangspunkt für die Herstellung der verschiedenen 
Expressionsplasmide für HEK-293-EBNA-Zellen war. (B) Vergleich der RSL-Sequenzen der 
verschiedenen SERPINE3-Varianten, die durch die Konstrukte pCEP4-T3C, pCEP4-T3C-P1A und 
pCEP4-T3C-P2A kodiert werden. Die in den Mutanten veränderten Aminosäuren sind rot hervorgehoben.  
 
 
Da das HEK-293-EBNA-Expressionssystem noch nicht etabliert war, wurden zunächst 
mit Hilfe des pCEP4-EGFP-Konstruktes die Transfektionseffizienz und das Wachstum 
der transfizierten Zellen untersucht. Die Transfektion von insgesamt 2,2 × 106 Zellen 
erfolgte, wie unter Abschnitt 4.6.5 beschrieben, mit Hilfe von Polyethylenimin. Zwei 
Tage nach der Transfektion wurden die Zellen abtrypsiniert. Anschließend wurde die 




Abbildung 35: Nachweis der EGFP-Produktion in transfizierten HEK-293-EBNA-Zellen. HEK-293-
EBNA-Zellen wurden mit dem Vektor pCEP4-EGFP transfiziert. Die Analyse der Bildung von EGFP 
erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie. (A) Durchlicht-Aufnahme. (B) Aufnahme nach Anregung mit 
monochromatischem Licht (395 nm). 
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Nach einer kurzen Absterbephase konnte ein starkes Wachstum der transfizierten Zellen 
festgestellt werden. Nach elf Tagen betrug die Gesamtzellzahl bereits 1 × 107 Zellen. 
Zur Analyse der Transfektionseffizienz wurde ein Teil der Zellen auf Schalen ausgesät 
und mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die in Abbildung 35 dargestellten Photos 
zeigen, dass ca. 80-90 % der Zellen EGFP produzierten. 
 
Zur Expression von SERPINE3 wurden 2 × 106 Zellen mit pCEP4-T3C transfiziert. Als 
Kontrolle diente das Plasmid pCEP4-EGFP. Bei der mit pCEP4-EGFP transfizierten 
Zellpopulation betrug die Transfektionseffizienz wiederum 80-90 %. Im Falle der 
pCEP4-T3C-Population setzte unmittelbar nach Start der Selektion ein massives 
Zellsterben ein. Nach wenigen Tagen waren weniger als 1 % der Zellen der 
Ausgangspopulation adhärent. Nach drei Wochen konnten zwölf einzelne Klone 
identifiziert werden (Abbildung 36). Diese wurden vereinzelt und weiter expandiert. 




Abbildung 36: Darstellung eines mit pCEP4-T3C transfizierten HEK-293-EBNA-Klons. 
 
 
Zur Analyse des SERPINE3-Expressionsniveaus wurden die verbliebenen neun Klone 
für vier Tage in serumfreiem Medium kultiviert. Nach drei und vier Tagen wurden 
Proben des Kulturüberstandes genommen, geblottet und die Blots mit Anti-SERPINE3-
Antikörpern analysiert. SERPINE3 konnte in den Überständen aller Klone 
nachgewiesen werden. Insgesamt schwankte das Expressionsniveau zwischen den 
verschiedenen Klonen. In Abbildung 37 ist ein Western-Blot der Kulturüberstände von 
vier Klonen mit mittlerem und hohem Expressionslevel dargestellt. Die anderen Klone 
produzierten deutlich weniger (nicht gezeigt). 
Alle Klone wurden durch Kryokonservierung gesichert. Eine erneute Kultivierung 
einzelner Klone und nachfolgende Analysen der Expression zeigten, dass sich der 
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Einfrier- und Auftauvorgang nicht negativ auf das SERPINE3-Expressionsniveau 
auswirkt (nicht gezeigt). 
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Abbildung 37: Analyse der SERPINE3-Expression in verschiedenen HEK-293-EBNA-Klonen.   
(A) HEK-293-EBNA-Klone wurden für vier Tage unter serumfreien Bedingungen kultiviert und die 
Überstände durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-Antikörpern analysiert. Dargestellt sind die 
Überstände der Klone pCEP4-T3C-K8 (Spuren 1 und 2), pCEP4-T3C-K9 (Spuren 3 und 4), pCEP4-T3C-
K10 (Spuren 5 und 6) und pCEP4-T3C-K11 (Spuren 7 und 8) nach drei bzw. vier Tagen. (B) Übersicht 
über das Expressionsniveau verschiedener SERPINE3 exprimierender Klone. 
 
 
Während der ersten Tage der Selektion wurde ein massives Absterben der mit 
pCEP4-T3C transfizierten Zellen (>99 %) beobachtet. Im Gegensatz dazu starb im 
selben Zeitraum nur ein geringer Teil der pCEP4-EGFP-Population (Abbildung 38). 
Daher wurde vermutet (eine vergleichbare Transfektionseffizienz vorausgesetzt), dass 
das massive Absterben der pCEP4-T3C-Population möglicherweise auf eine toxische 
Wirkung des produzierten Serpins zurückzuführen ist. 
Wie bereits erwähnt, kommt SERPINE3 aufgrund seines dibasischen RSL-Motivs als 
Inhibitor von PCs in Frage. Da PCs eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und 
Zelladhäsionsmolekülen aktivieren (Seidah & Chretien, 1999; Thomas, 2002), wurde 
vermutet, dass das massive Absterben der Zellen möglicherweise auf eine Hemmung 
von PCs durch SERPINE3 zurückzuführen ist. Zur Untersuchung dieser Hypothese 
wurden die zu Beginn dieses Kapitels beschriebenen SERPINE3-Varianten pCEP4-
T3C-P1A und pCEP4-T3C-P2A konstruiert (Abbildung 34), die für die RSL-Mutanten 
SERPINE3-P1-Ala bzw. SERPINE3-P2-Ala kodieren. Da diese Mutanten keine 
dibasische RSL-Sequenz mehr aufweisen, ist zu vermuten, dass eine Interaktion mit 




Abbildung 38: Wachstum transfizierter HEK-293-EBNA-Zellen. 2 × 106 HEK-293-EBNA-Zellen 
wurden mit Plasmiden für SERPINE3 (pCEP4-T3C, ▲-▲) bzw. EGFP (pCEP4-EGFP, ?-?) transfiziert 
(d=0). Nach drei Tagen wurden die Zellen abtrypsiniert und die Selektion durch Zugabe von Hygromycin 
gestartet. Anschließend wurde zur Dokumentation des Zellwachstums vor jeder Passagierung die Lebend-
zellzahl bestimmt. Im Falle der SERPINE3-Population erfolgte die erste Passagierung während der 
Selektionsphase erst an Tag 27, da zuvor die Zellzahl sehr niedrig war (gestrichelte Linie).  
 
 
HEK-293-EBNA Zellen wurden mit den Plasmiden für die Mutanten bzw. für Wildtyp-
SERPINE3 transfiziert. Nach Start der Selektion setzte bei allen transfizierten 
Populationen ein vergleichbar hohes Absterben der Zellen ein. Nach drei Wochen 
konnten im Falle der Wildtyp-SERPINE3-Population zwölf Klone und im Falle der 
Mutanten-Populationen drei (SERPINE3-P1-Ala) bzw. fünf (SERPINE3-P2-Ala) Klone 
gezählt werden. Insgesamt konnten keine signifikanten Unterschiede im Wachstum der 
verschiedenen Populationen festgestellt werden. Durch dieses Experiment konnte daher 
gezeigt werden, dass das anfängliche Absterben der mit pCEP4-T3C transfizierten 
Zellen nicht auf eine Inhibition von PCs durch SERPINE3 zurückzuführen ist. 
5.2.11 Versuche zum Nachweis der Aktivität von rekombinantem  
  SERPINE3 aus HEK-293-EBNA-Zellen 
Nachdem es gelungen war, SERPINE3 in einem eukaryotisches System zu produzieren, 
wurde in Komplexierungsexperimenten eine mögliche Interaktion von SERPINE3 mit 
den Serinproteasen Trypsin, Thrombin und Furin untersucht. Da noch kein geeignetes 
Reinigungsverfahren für SERPINE3 etabliert war, wurden die Komplexierungsversuche 
mit Kulturüberständen der SERPINE3 produzierenden HEK293-EBNA-Zellen 
durchgeführt. Die Überstände wurden, wie in Abschnitt 4.8.2 beschrieben, mit den oben 
genannten Proteasen inkubiert und die Reaktionsprodukte durch Western-Blot 
analysiert. Während bei allen Positivkontrollen (HCII-Thrombin, Bl-Spn1ΔKDEL-
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Trypsin/Furin) SDS-stabile Komplexe nachgewiesen werden konnten, konnten keine 
Komplexe von SERPINE3 mit den untersuchten Proteasen detektiert werden. Ebenso 
wenig konnte ein proteolytischer Abbau von SERPINE3 durch die Proteasen 
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).  
5.2.12 Analysen zur endogenen Expression von SERPINE3 in 
Zelllinien und Geweben 
Bislang konnte keine inhibitorische Aktivität von SERPINE3 nachgewiesen werden, 
weshalb die Funktion dieses neuen Serpins weiterhin unklar war. Die Untersuchungen 
der 2006 veröffentlichten Real-Time-PCR-Studie hatten gezeigt, dass die Expression 
von SERPINE3 auf bestimmte Gewebe beschränkt ist (Badola et al., 2006). Das höchste 
SERPINE3-Expressionsniveau wurde in neuronalen Geweben wie Gehirn, 
Hirnanhangdrüse und Rückenmark nachgewiesen, aber auch Herz-, Niere- und 
Brustgewebe zeigten hohe Transkriptlevel (Badola et al., 2006).  
Die folgenden Abschnitte befassen sich mit dem Nachweis der endogenen Expression 
von SERPINE3 in Geweben und Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene. Ziel dieser 
Untersuchungen war es, durch die Analyse des Expressionsprofils Hinweise auf die 
Funktion von SERPINE3 zu erhalten.  
 
Western-Blot-Analyse humaner menschlicher Gewebe 
Zur immunologischen Analyse der Präsenz von SERPINE3 in humanen Geweben sowie 
in Plasma wurden Lysate verschiedener humaner Gewebe sowie Standard-Human-
Plasma unter reduzierenden Bedingungen denaturiert. Die Proteine wurden durch 
SDS-PAGE getrennt und anschließend geblottet (Abschnitt 4.7.2). Zur Detektion von 
SERPINE3 wurde die Membran mit gereinigtem SERPINE3-Antiserum inkubiert 
(Abbildung 39). In den Gewebeproben von Gehirn, Herz und Milz konnte nach 
10-minütiger Belichtung ein immunreaktives Protein von ca. 90 kD nachgewiesen 
werden. In den Gehirnextrakten konnte weiterhin ein ca. 72 kD großes Protein detektiert 
werden. In den Extrakten von Leber, Milz, Plazenta sowie Plasma konnten keine 
Signale nachgewiesen werden. Interessanterweise sind die mit Anti-SERPINE3-
Antiserum reagierenden Proteine deutlich größer als das rekombinant in Säugerzellen 
exprimierte SERPINE3 (ca. 57 kD, Abschnitt 5.2.9). Möglicherweise repräsentieren die 
Signale SERPINE3 in komplexierter Form.  
Als Kontrolle wurde eine identisch beladene Membran mit Anti-HCII-Antiserum 
analysiert. Das Ergebnis stimmt sehr gut mit der in dieser Arbeitsgruppe publizierten 
Studie zur Expression von HCII überein (Kamp et al., 2001). HCII konnte in den 
Extrakten von Leber, Herz, Niere, Plazenta und Plasma, nicht aber in Gehirnextrakten 
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als 72 kD großes Protein nachgewiesen werden. Ebenso konnte in Plazentaextrakten der 




Abbildung 39: Western-Blot-Analyse der SERPINE3- und HCII-Expression in verschiedenen 
humanen Geweben und in Plasma. Humanes Plasma (0,5 bzw. 1 µg Gesamtprotein) und Extrakte 
verschiedener menschlicher Gewebe (20 µg Gesamtprotein) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und 
die Proteine anschließend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membranen wurden anschließend 
mit Anti-SERPINE3-Antiserum (A) bzw. mit Anti-HCII-Antiserum (B) analysiert. Spur 1: Gehirn; 
Spur 2: Herz; Spur 3: Milz; Spur 4: Leber; Spur 5: Niere; Spur 6: Plazenta; Spuren 7 und 8: Plasma (0,5 
bzw. 1 µg). Die Größen von Markerproteinen sind jeweils am rechten Bildrand angegeben (Spuren M).  
 
Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen, dass das Anti-SERPINE3-Antiserum 
in den Extrakten von Gehirn, Herz und Niere mit Proteinen von ca. 90 bzw. 72 kD 
reagiert. In Plasma sowie in den Extrakten von Leber, Milz und Plazenta konnten diese 
Proteine nicht nachgewiesen werden. Die mit Anti-HCII-Antiserum durchgeführte 
Kontrolle zeigt darüber hinaus, dass Gewebe und Plasma intakt waren, da das Ergebnis 
exakt mit den bereits publizierten Experimenten übereinstimmt. 
 
Nachweis der SERPINE3-mRNA in verschiedenen Zelllinien  
Die bisherigen Analysen zur endogenen Expression von SERPINE3 beschränkten sich 
auf humane Gewebe. In der Folge wurde erstmals die Expression von SERPINE3 in 
Zelllinien untersucht. Primäres Ziel dieser Untersuchung war es, Zelllininen zu 
identifizieren, die sich aufgrund ihrer SERPINE3-Expression zur funktionellen 
Charakterisierung von SERPINE3 eignen. Eine erste Expressionsanalyse erfolgte durch 
semi-quantitative RT-PCR. Hierfür wurde aus den humanen Zelllinien A549, 
HEK-293T, Ramos, MCF-7, HL60 und HepG2 Gesamt-RNA isoliert und revers 
transkribiert (Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2). Zur Überprüfung der cDNA-Integrität und zur 
Vergleichbarkeit der Proben wurde eine Kontroll-PCR mit den Primern Rib+ und Rib- 
durchgeführt. Diese Primer flankieren ein 215 Bp großes Fragment aus dem Gen für das 
acidic ribosomal protein p0 (ARP) (Oberkofler et al., 2004). Die Analyse der 
Expression von humanem SERPINE3 erfolgte mit den Primern E3_782+ /E3_1072-, die 
ein 297 Bp großes Fragment der SERPINE3-cDNA flankieren. Dieses Fragment 
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schließt ein Intron ein. In drei der sechs analysierten Zelllininen konnte das erwartete 




Abbildung 40: Analyse der SERPINE3-mRNA-Expression in humanen Zelllinien. Aus den humanen 
Zelllinien A549 (Spuren 1), HEK-293T (Spuren 2), HepG2 (Spuren 3), HL60 (Spuren 4) MCF-7 
(Spuren 5) und Ramos (Spuren 6) wurde Gesamt-RNA isoliert und revers transkribiert. Anschließend 
wurden PCR-Reaktionen mit ARP- bzw. SERPINE3-spezifischen Primern durchgeführt und die 
Amplifikate über Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse der Kontroll-PCR mit ARP-
spezifischen Primern (25 Zyklen) sind in (A) dargestellt, die Ergebnisse der PCRs mit SERPINE3-
spezifischen Primern (35 Zyklen) in (B). Die Spuren 7 zeigen die Kontrolle ohne cDNA. Größen 
relevanter Markerfragmente sind an den linken Bildrändern angegeben (Spuren M). 
 
 
Das stärkste Signal wurde durch RT-PCR auf MCF-7-cDNA erzielt (Abbildung 40 B, 
Spur 5). Deutlich schwächer wurde das Fragment in den cDNAs der Zelllinien A549 
und HepG2 nachgewiesen (Abbildung 40 B, Spuren 1 bzw. 3). In den Zelllinien HEK-
293T, HL60 und Ramos konnte die SERPINE3-mRNA nicht detektiert werden (Spuren 
2, 4 und 6 in Abbildung 40 B). Die Kontroll-PCR mit ARP-spezifischen Primern zeigt, 
dass für alle PCRs vergleichbare Mengen an cDNA eingesetzt wurden, da die Stärke des 
ARP-Amplikons in allen Fällen vergleichbar ist (Abbildung 40 A). 
Durch die RT-PCR-Analyse konnte daher gezeigt werden, dass SERPINE3 in den 
untersuchten humanen Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert wird, wobei die 
Expression in der Brustkrebszelllinie MCF-7 am höchsten ist.  
 
Nachweis des SERPINE3-Proteins in der Brustkrebszelllinie MCF-7 
Die RT-PCR-Studie zur Expression von SERPINE3 in humanen Zelllinien zeigt, dass 
die MCF-7-Zelllinie am meisten SERPINE3-mRNA bildet. Auf diesem Ergebnis 
aufbauend wurde die Expression von SERPINE3 durch immunologische Methoden 
untersucht. Hierfür wurden die Zellen für vier Tage unter serumfreien Bedingungen 
kultiviert und die Kulturüberstände durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-
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Antikörpern analysiert. Nachdem SERPINE3 weder in unbehandelten noch in 
5-fach-ankonzentrierten Überständen detektiert werden konnte, wurde versucht, die 
Präsenz von SERPINE3 durch Immunoaffinitätschromatographie und anschließendem 
Western-Blot nachzuweisen. Hierfür wurden 20 mL der geklärten Überstände mit 
immobilisierten Anti-SERPINE3-Antikörpern inkubiert und gebundene Proteine unter 
sauren Bedingungen in 100 µL-Fraktionen eluiert (Abschnitt 4.10.3). Die Elutions-
fraktionen wurden durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-Antikörpern charakterisiert 
(Abbildung 41). In allen drei Elutionsfraktionen konnte ein ca. 57 kD großes Signal 
detektiert werden (Spuren 4-6). Die Größe dieses immunreaktiven Proteins stimmt mit 
der Größe von rekombinantem SERPINE3 überein. Interessanterweise konnten durch 
die Affinitätschromatographie noch weitere Proteine mit einem deutlich höheren 
Molekulargewicht angereichert werden. Die Größe dieser Proteine liegt bei etwa 110, 
170 bzw. 190 kD. Am stärksten sind die Signale in der ersten Elutionsfraktion (Spur 4). 
Möglicherweise repräsentieren diese Banden SERPINE3 in komplexierter Form. Unter 
dieser Prämisse hätten die Interaktionspartner eine ungefähre Größe von etwa 50 bzw. 




Abbildung 41: Nachweis von SERPINE3 in der MCF-7-Zelllinie. MCF-7-Kulturüberstände (20 mL) 
wurden mit immobilisierten Anti-SERPINE3-Antikörpern inkubiert und gebundene Proteine unter sauren 
Bedingungen eluiert (3× 100 µL). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt (10 %ige Gele) und 
mit Western-Blot (Anti-SERPINE3-Antikörper) analysiert. Nicht konzentrierter Überstand: Spur 1; 
5-fach-ankonzentrierter Überstand: Spur 2; Elutionsfraktionen 1-3: Spuren 3-5; die Größen von 
Markerproteinen sind am linken Bildrand angegeben (PageRuler, LMW).  
 
 
Anschließend wurde versucht, dieses Ergebnis zu reproduzieren. Während mit den 
Überständen der gleichen Charge das vorherige Ergebnis reproduziert werden konnte 
(freies Serpin und hochmolekulare Banden), konnte mit Überständen neuer Chargen 
immer nur das freie Serpin angereichert werden (57 kD Bande). Erst im Rahmen einer 
Diplomarbeit, bei der die MCF-7-Zellen unter Zusatz des Protease-Inhibitors Pefabloc 
ERGEBNISSE 
 94
(1 mM) kultiviert wurden, konnten die hochmolekularen Banden wieder angereichert 
werden (Feicht, nicht publizierte Daten). 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das SERPINE3-Protein in der 
Brustkrebszelllinie MCF-7 gebildet wird. Allerdings erfordert der Nachweis eine 
100-fache Anreicherung des Serpins durch Affinitätschromatographie. Die spezifische 
Anreicherung von höhermolekularen Proteinen (>57 kD) durch Anti-SERPINE3-




6.1 Bl-Spn1, ein neuer Proproteinkonvertase-Inhibitor im 
sekretorischen Pfad 
Das Lanzettfischchen Branchiostoma lanceolatum wird nach den Tunicaten als der 
engste noch lebende Verwandte der Vertebraten angesehen (Delsuc et al., 2006), 
weshalb es ein wichtiger Organismus zur Erforschung der Evolution von Vertebraten ist. 
Branchiostoma lanceolatum exprimiert mindestens fünf verschiedene Serpine, wobei 
zwei dieser Serpine (Bl-Spn1 und Bl-Spn2) ein N-terminales Signalpeptid und ein 
C-terminales KDEL-Signal aufweisen (Abschnitt 2.4). Aufgrund dieser Sequenzmotive 
kommen die beiden Serpine als Wächter des sekretorischen Pfades in Frage. In dieser 
Arbeit wurde das Serpin Bl-Spn1 näher untersucht, von dem zuvor schon gezeigt 
werden konnte, dass es SDS-stabile Komplexe mit der Serinprotease Thrombin bildet 
(Tödtmann, 2004). Allerdings fungierte das Serpin bei dieser Reaktion hauptsächlich als 
Substrat der Protease, weshalb vermutet wurde, dass Thrombin nicht das natürliche 
Zielenzym des Serpins ist. Die Präsenz basischer Aminosäuren an den postulierten 
Positionen P2/P1 im RSL deutete darauf hin, dass PCs natürliche Zielenzyme des 
Inhibitors sind. Durch biochemische und kinetische Analysen konnte gezeigt werden, 
dass Bl-Spn1 humanes Furin und mPC1/3 mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit 
inhibiert (Abschnitt 5.1.2). Der Inhibitor bildet mit beiden Zielenzymen (und auch mit 
humanem PC1/3) SDS-stabile Komplexe (Abschnitt 5.1.1), wobei ein Teil der 
Inhibitormoleküle als Substrat der Proteasen fungieren. Zur Quantifizierung des 
relativen Verhältnisses von Hemm- zu Substratreaktion wurden die SI-Werte bestimmt. 
Während für die Interaktion mit Furin ein SI-Wert von 2,9 bestimmt wurde, wurde für 
die Interaktion mit mPC1/3 ein SI-Wert von 3,5 ermittelt (Abschnitt 5.1.2). Da die 
meisten physiologisch relevanten Serpin-Protease-Interaktionen (z. B. Antithrombin-
Thrombin oder α1-Antitrypsin-Elastase) einen SI-Wert von ~1 aufweisen (Gettins, 
2002b), stellt sich die Frage, ob PCs natürliche Zielenzyme des Branchiostoma Serpins 
sind. In diesem Zusammenhang sollte zunächst erwähnt werden, dass SI-Werte von 
verschiedenen Parametern, wie z. B. den Reaktionsbedingungen (pH, Ionenstärke, 
Temperatur) oder der Qualität der Serpin-Präparation abhängen (Gettins, 2002b). Die 
Tatsache, dass RSL-gespaltene Formen von Bl-Spn1 immer erst nach Inkubation des 
Serpins mit einer Protease detektierbar waren (Abschnitt 5.1), lässt vermuten, dass die 
Qualität der Serpin-Präparation gut war. Weiterhin darf nicht außer Acht gelassen 
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werden, dass Serpine dazu bestimmt sind, ihre natürlichen Zielenzyme zu inhibieren. 
Branchiostoma exprimiert mindestens drei verschiedene PCs (Oliva et al., 1995; Oliva 
et al., 2000). Daher wäre es interessant zu untersuchen, wie Bl-Spn1 mit seinen 
postulierten natürlichen Zielenzymen reagiert. 
6.1.1 Bl-Spn1 im Vergleich mit anderen PC inhibierenden Serpinen 
Bl-Spn1 ist nach Dm-Spn4A/E und PI8 erst das dritte natürliche Serpin, von dem 
gezeigt wurde, dass es in vitro SDS-stabile Komplexe mit Furin bildet. Bl-Spn1 
inhibiert Furin mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit (Abschnitt 5.1.2), 
allerdings ist die Hemmkonstante (kass) kleiner als die, die für die Interaktion von 
Dm-Spn4A/E und Furin ermittelt wurde (ca. Faktor 100, Tabelle 30). Die RSL-
Sequenzen von Dm-Spn4A/E und Bl-Spn1 weisen mehrere Unterschiede auf: Bl-Spn1 
besitzt nur an den Positionen P2 und P1 basische Aminosäuren, während der RSL von 
Dm-Spn4A/E eine ganze Ansammlung von basischen Aminosäuren enthält (Positionen 
P4 bis P1, Abbildung 42). Wie in Abschnitt 2.1.2 erwähnt, benötigt Furin für eine 
effiziente Spaltung von Substraten mehr als zwei basische Aminosäuren. Neben den 
Positionen P1 und P2, ist vor allem die Position P4 entscheidend (Nakayama, 1997; 
Rockwell et al., 2002). 
 
Tabelle 30: Kinetische Parameter natürlicher PC inhibierender Serpine 
 Furin PC1/3 PC2 Dm-PC2 
Bl-Spn1 
SI: 2,9 
kass: 3,8 × 104 M-1 s-1 
SI: 3,5 
kass: 2,8 × 105 M-1 s-1 
keine Inhibition 
(Abschnitt 5.1.1)  
nicht untersucht 
Dm-Spn4A/E 
SI: 3,5  
kass: 5,5 × 106 M-1 s-1 







kass: 9,2 × 104 M-1 s-1 
(Richer et al., 2004) 
PI8 
SI: ~10 
kass: 6,5 × 105 M-1 s-1 
(Dahlen et al., 1998) 
nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht 
 
 
Während P4 bei Dm-Spn4A/E mit Arginin besetzt ist, besitzt Bl-Spn1 an dieser Position 
ein Methionin. Aufgrund der Tatsache, dass der RSL von Bl-Spn1 lediglich ein 
dibasisches Motiv aufweist, ist es ohnehin erstaunlich, dass Bl-Spn1 Furin inhibiert. Die 
nachgewiesene Hemmung von Furin durch das Branchiostoma-Serpin zeigt, dass ein 
Inhibitor nicht unbedingt alle Eigenschaften eines Substrats aufweisen muss. 
Gleichwohl scheint die Position P4 die Geschwindigkeitskonstante zu beeinflussen. 
Dies wurde im Rahmen einer Diplomarbeit demonstriert, in der verschiedene Bl-Spn1-
Mutanten hinsichtlich ihrer Furin-Hemmung charakterisiert wurden (Mischo, 2007). Es 
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konnte nachgewiesen werden, dass eine Bl-Spn1-Variante mit einem Arginin an Position 
P4 (Bl-Spn1-P4R, Abbildung 42) im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine 20 × höhere 
Furin-Inhibitionskonstante aufweist. Allerdings geht diese Geschwindigkeitserhöhung 




Bl-Spn1         GSEAAAATAV-NMMKRSLD----GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG----LTTKDEL  
Bl-Spn1-P4R     GSEAAAATAV-NRMKRSLD----GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG----LTTKDEL  
Bl-Spn1-P6A     GSEAAAATAVANMMKRSLD----GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG----LTTKDEL  
Dm-Spn4A/E      GTEAAAATGMAVRRKRAIMSPEEPIEFFADHPFTYVLVHQK-DLPLFWGSVVRLEENTFASSEHDEL  
Dm-Spn4A/E-ΔA   GTEAAAATGM-VRRKRAIMSPEEPIEFFADHPFTYVLVHQK-DLPLFWGSVVRLEENTFASSEHDEL  
rα1-Antitrypsin  GTEAAGATVV-EAVPMSLP----PQVKF-DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP--------TR---  
rα1-PDX-AVRR     GTEAAGATVV-EAVRRSLP----PQVKF-DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP--------TR---  
rα1-PDX-RVRR     GTEAAGATVV-ERVRRSLP----PQVKF-DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP--------TR---  
  
Abbildung 42: Vergleich der RSL-Sequenzen von PC inhibierenden Serpinen. Die Aminosäuren der 
Positionen P2/P1 sind durch ein Kästchen markiert. Mutationen sind in roter Schrift hervorgehoben. Bei 
den Serpinen rα1-PDX-AVRR und rα1-PDX-RVRR handelt es sich um PC hemmende RSL-Varianten des 
Serpins  „Ratten“-α1-Antitrypsin, dessen RSL-Sequenz ebenso dargestellt ist. 
 
 
Die RSLs von Dm-Spn4A/E und Bl-Spn1 unterscheiden sich nicht nur in ihrer 
Aminosäuresequenz, sondern auch in ihrer Länge (Abbildung 42). Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden, dass die Acylierung 
des Branchiostoma-Serpins durch Furin und PC1/3 an der Aminosäureposition Arg364 
erfolgt (Abschnitte 5.1.3 und 8.3.1). Somit ist der N-terminale Bereich des Bl-Spn1-
RSLs 17 Aminosäuren lang (gezählt wird beginnend mit dem konservierten Glutamat an 
P17 in C-terminaler Richtung). Diese Länge ist charakteristisch für die meisten Serpine 
(Gettins, 2002b). Der N-terminale Teil des RSLs von Dm-Spn4A/E ist dagegen 18 
Aminosäuren lang (Oley et al., 2004; Richer et al., 2004). Aber auch die Hypothese, 
dass die RSL-Länge die Interaktion mit Furin beeinflusst, kann durch Untersuchungen 
der vorstehend genannten Diplomarbeit verworfen werden, da gezeigt werden konnte, 
dass eine Bl-Spn1-Mutante mit einem zusätzlichen Alanin zwischen den Positionen P5 
und P6 (Bl-Spn1-P6A, Abbildung 42) vergleichbare Furin-Hemmeigenschaften wie das 
Wildtyp-Protein aufweist (Mischo, 2007). Dennoch könnte die RSL-Länge für die 
Inhibition anderer Mitglieder der PC-Familie von Bedeutung sein, da gezeigt wurde, 
dass sich eine Verkürzung des RSLs von Dm-Spn4A/E um eine Aminosäure (Dm-
Spn4A/E-ΔA, Abbildung 42) zwar nicht auf die Inhibition von Furin auswirkt, wohl 
aber auf die des PC2-Homologs aus Drosophila melanogaster (Dm-PC2). Das verkürzte 
Dm-Spn4A/E-Protein inhibiert Dm-PC2 nur noch schwach (Richer et al., 2004). In 
diesem Zusammenhang wäre es interessant zu untersuchen, ob die verlängerte Bl-Spn1-
Variante PC2 hemmt, da die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 
Wildtyp-Bl-Spn1 keine inhibitorische Aktivität gegenüber mPC2 zeigt. Gleichzeitig 
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konnte aber nachgewiesen werden, dass Dm-Spn4A/E die proteolytische Aktivität von 
mPC2 stark reduziert (Abschnitt 5.1.1). Um zu belegen, dass die Inhibition von mPC2 
durch Dm-Spn4A/E auf dem charakteristischen Serpin-Mechanismus beruht, müsste 
noch der Nachweis erbracht werden, dass das Drosophila-Serpin SDS-stabile Komplexe 
mit der Protease bildet. Da Dm-Spn4A/E aber SDS-stabile Komplexe mit Dm-PC2 
bildet (Richer et al., 2004), ist davon auszugehen, dass solche auch mit dem Säuger-
Homolog nachzuweisen sind.  
In jedem Fall wäre der Nachweis einer Inhibition von mPC2 durch ein verlängertes 
Bl-Spn1-Protein ein interessanter Befund, da dadurch untermauert werden könnte, dass 
die RSL-Länge von PC inhibierenden Serpinen wichtig für deren Selektivität ist. In 
diesem Zusammenhang sei erwähnt, dass Dm-Spn4A/E ebenso wie Bl-Spn1 ein 
Inhibitor von mPC1/3 ist. Dm-Spn4A/E bildet SDS-stabile Komplexe mit mPC1/3 und 
kinetische Analysen zeigen, dass die proteolytische Aktivität der Protease in Gegenwart 
des Inhibitors stark abnimmt (Bentele, nicht dargestellte Daten).  
Selektive PC-Inhibitoren sind vor allem aus wissenschaftlicher Sicht interessant, da sie 
dazu genutzt werden können, die unterschiedlichen Funktionen der PC-Mitglieder zu 
untersuchen. Gleichzeitig sind sie auch von pharmazeutischem Interesse, da eine 
generelle Blockade dieser physiologisch wichtigen Enzymfamilie mit hoher 
Wahrscheinlichkeit zu schweren Schäden führt (Bergeron et al., 2000). Bislang wurde 
noch nicht untersucht, ob Bl-Spn1 und Dm-Spn4A/E PACE4, PC5 und PC7 hemmen. 
Studien einer japanischen Arbeitsgruppe, in der verschiedene α1-Antitrypsin-Varianten 
hinsichtlich ihrer Selektivität für Furin, PC5 und PACE4 getestet wurden, deuten darauf 
hin, dass ein Arginin an Position P4 die Selektivität von Serpinen reduziert, da eine 
Serpin-Variante mit basischen Aminosäuren an den Positionen P1, P2 und P4 (rα1-PDX-
RVRR, Abbildung 42) sowohl mit Furin und PC5 als auch mit PACE4 SDS-stabile 
Komplexe bildet. Eine Variante, die lediglich eine dibasische Sequenz aufweist 
(rα1-PDX-AVRR, Abbildung 42), bildet Komplexe mit Furin und PC5, nicht aber mit 
PACE4 (Tsuji et al., 2002). 
6.1.2 Hemmung von Proproteinkonvertasen durch ER-residente 
Serpine  
Proteine, die für den Export oder für die Kompartimente des sekretorischen Pfades 
bestimmt sind, werden am rauen ER synthetisiert und kotranslational über den hetero-
trimeren Sec61-Komplex in das Lumen des ER verfrachtet (Osborne et al., 2005). Im 
ER interagiert die reifende Proteinkette mit verschiedenen Chaperonen, wie z. B. BiP, 
Calnexin oder Calreticulin. Diese Chaperone unterstützen nicht nur die korrekte Faltung 
des Proteins, sondern sie sind auch wichtiger Bestandteil der ER-Qualitätskontrolle 
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(Trombetta & Parodi, 2003; Kleizen & Braakman, 2004). Proteine, die die 
Qualitätskontrolle bestehen, werden in COPII-Vesikel gepackt und zum ER-Golgi-
Intermediat (ERGIC, ER-Golgi-intermediate compartment) verfrachtet (Rothman & 
Wieland, 1996). Die Proteine erreichen schließlich den Golgi-Apparat und später das 
TGN. Hier finden wichtige Sortierungsprozesse statt, die letztlich dazu führen, dass die 
Proteine zu ihrem finalen Bestimmungsort (z. B. Zelloberfläche, Endosomen oder 
Lysosomen) geleitet werden (Rodriguez-Boulan & Müsch, 2005). Manche Proteine 
werden ausgehend vom ERGIC oder von frühen Golgi-Kompartimenten zum ER 
zurücktransportiert (Allan & Balch, 1999). Lösliche ER-Proteine besitzen oftmals ein 
C-terminales KDEL- oder HDEL-Signal, das vom KDEL-Rezeptor in post-ER-
Kompartimenten erkannt wird. Der Rezeptor fördert schließlich den retrograden 
Transport der Proteine zum ER (Munro & Pelham, 1987; Pelham, 1996).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das KDEL-Signal von Bl-Spn1 
essenziell für die intrazelluläre Retention des Serpins ist. Eine Deletion des Signals 
führt dazu, dass der Inhibitor von transfizierten COS-7-Zellen sekretiert wird 
(Abschnitt 5.1.4). Diese Untersuchung zeigt eindeutig, dass das KDEL-Signal des 
Serpins funktionell ist. Neben Bl-Spn1 wurden bislang nur zwei Serpine mit 
C-terminalem Retentionssignal näher charakterisiert. Eines davon ist der Furin-Inhibitor 
Dm-Spn4A, ein anderes ist das humane Serpin Hsp47 (heat shock protein 47). Hsp47 ist 
ein nicht inhibitorisches Serpin, das als Chaperon wirkt und die korrekte Faltung von 
Typ I und Typ IV Prokollagenen fördert (Tasab et al., 2000; Ishida et al., 2006). 
Immunfluoreszenzstudien deuten darauf hin, dass beide Serpine im ER lokalisiert sind. 
(Saga et al., 1987; Oley et al., 2004). Obwohl im Falle von Bl-Spn1 keine 
Immunfluoreszenzstudien durchgeführt wurden, deuten die Untersuchungen der 
vorstehend genannten Serpine und Lokalisationsstudien anderer Proteine mit ER-
Retentionssignal darauf hin, dass der natürliche Aufenthaltsort von Bl-Spn1 das ER oder 
ein frühes Golgi-Kompartiment ist. Daher stellt sich die Frage, wie diese Lokalisation 
mit einer Inhibition von PCs konform geht, da viele Studien zeigen, dass PCs erst im 
TGN oder in späteren Kompartimenten aktiv sind (Abschnitt 2.1.1) (Anderson et al., 
1997; Mayer et al., 2007). In diesem Zusammenhang sei zunächst erwähnt, dass sich die 
Lokalisation von KDEL/HDEL-Proteinen nicht zwingend auf das ER oder das frühe 
Golgi-Netzwerk beschränkt. Das multifunktionelle KDEL-Protein Calreticulin wurde 
z. B. an der Zelloberfläche oder sogar extrazellulär nachgewiesen (Xiao et al., 1999; 
Johnson et al., 2001). Auch andere Proteine mit ER-Rückführungssignal, wie z. B. 
Proteindisulfidisomerase (PDI) oder das Glukose-regulierte Protein Grp94 konnten an 
der Zelloberfläche detektiert werden (Xiao et al., 1999). Bislang ist unklar, wie diese 
Proteine so weit in den sekretorischen Pfad vordringen können. Allerdings gibt es viele 
Theorien, die diese Lokalisation erklären könnten: Eine relativ simple Erklärung ist die 
proteolytische Abspaltung des ER-Retentionssignals. Eine andere Hypothese besagt, 
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dass die ER-Retentionsmaschinerie unter bestimmten (patho)-physiologischen 
Bedingungen abgesättigt sein könnte (Johnson et al., 2001). Letztere Erklärung ist vor 
allem deshalb interessant, weil sie eine Verbindung zwischen den PC inhibierenden 
Serpinen Bl-Spn1 und Dm-Spn4A und der Pathogenabwehr herstellt: Mehrere PC-
Substrate wie z. B. das Pseudomonas-Endotoxin oder das Diphterie-Toxin besitzen ein 
KDEL-Signal. Die Toxine werden über Endocytose in die Zelle aufgenommen und in 
den Endosomen von Furin aktiviert. Die Toxine nutzen schließlich den retrograden 
Transport, um ins ER zu gelangen, von wo aus sie über den Sec61-Kanal ins Cytosol 
gelangen (Thomas, 2002). Es ist daher vorstellbar, dass ER-residente Serpine unter 
solchen oder ähnlichen pathologischen Bedingungen die retrograde (blockierte) 
Transportmaschinerie umgehen und dann die proteolytische Aktivierung der Toxine 
durch Inhibition der prozessierenden Enzyme unterbinden. Ohnehin scheint die KDEL-
Rezeptor-abhängige Rückführungsmaschinerie sehr sensibel auf äußere 
Stresseinwirkungen zu reagieren. In Studien mit Zellkulturen konnte gezeigt werden, 
dass der KDEL-Rezeptor bis ins TGN vordringt, wenn die Zellen einer Virusinfektion 
oder Temperaturschwankungen ausgesetzt sind (Griffiths et al., 1994). 
Andererseits könnten die Serpine Bl-Spn1 und Dm-Spn4A auch dann ihre inhibitorische 
Wirkung entfalten, wenn eine vorzeitige Aktivierung von PCs vorliegt. Unter 
physiologischen Bedingungen sind PCs im ER inaktiv, da das transient gebundene 
Propeptid die katalytische Aktivität der Proteine unterbindet. Für Furin wurde gezeigt, 
dass die niedrigeren pH-Werte und die höheren Kalziumkonzentrationen im TGN eine 
weitere autokatalytische Prozessierung begünstigen, was schließlich zur Freisetzung der 
Prodomäne führt (Abschnitt 2.1.1). Abberante pH- oder Kalziumbedingungen im ER 
könnten daher eine vorzeitige Aktivierung von Furin bewirken. Tatsächlich zeigen 
einige Studien, dass Furin bereits im ER aktiv sein kann (Bass et al., 2000; Salvas et al., 
2005). Es wurde z. B. beschrieben, dass eine natürliche Mutante des Pro-
Insulinrezeptors durch Chaperone im ER zurückgehalten wird und dort von Furin 
gespalten wird. Diese Spaltung beschleunigt den Abbau des mutierten Rezeptors durch 
die ER-assoziierte Degradation (Bass et al., 2000). Warum Furin in diesem speziellen 
Fall bereits im ER aktiv ist, ist bislang unklar. Dagegen ist es leicht vorstellbar, dass die 
Aktivität von Furin im ER zeitlich begrenzt sein muss, da alle PC-Substrate das ER 
passieren. Eine unkontrollierte Furin-Aktivität im ER würde zur vorzeitigen 
Aktivierung vieler Proproteine führen, wodurch das zelluläre System aus dem 
Gleichgewicht geraten würde.  
Möglicherweise sind PC inhibierende Serpine im ER weiter verbreitet als bislang 
vermutet. Die jüngsten Fortschritte der Genom-Sequenzierprojekte deuten darauf hin, 
dass gerade Insekten die inhibierende Eigenschaft von Serpinen dazu nutzen, die 
Aktivität von PCs im sekretorischen Pfad zu kontrollieren. Sowohl die Genomsequenz 
der Malariamücke (Anopheles gambiae) als auch die des Gelbfieber-Moskitos (Aedes 
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aegypti) und der Honigbiene (Apis mellifera) kodieren für ein solches Serpin  (Ragg, 
2007) (Tabelle 31).  
 
Tabelle 31: Serpine mit ER-Retentionssignal und basischem RSL-Motiv 
Spezies Serpin Sp RSL-Sequenz Rs 
B. lanceolatum Bl-Spn1 (AJ548509) + GSEAAAATAVNMMKRSLDGET-----FFADHP KDEL 
D. melanogaster Spn4A (AJ428880) + GTEAAAATGMAVRRKRAIMSPEEPIEFFADHP HDEL 
Apis mellifera (XM_395991) ? GTEAAATTAVSLRLRRCIYPEETEK-FIVDRP RDEL 
Anopheles gambiae SRPN10 (Q8WSX7) ? GTEAAAATAAVVRVKRALINRLKV---RLDHP HEEL 
Aedes aegypti serpin-4 (EAT40508) ? GAEAAAATGTVVRMKRSAPFPPTL--FRADHP HDEL 
S. purpuratus XM_001186705 + GTEAAAATGVTMTKRSISKRYR----LRFDHP HEEL 
Homo sapiens α1-Antitrypsin (P01009) + GTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVK------FNKP     - 
Die Tabelle wurde aus der Literatur übernommen und abgewandelt (Ragg, 2007); GenbankTM-
Zugangsnummern sind in Klammern angegeben. Experimentell verifizierte oder potenzielle P2/P1-
Positionen sind unterstrichen. Die RSL-Sequenz des Serpins α1-Antitrypsin ist zum Vergleich dargestellt. 
Abkürzungen: (Sp) Signalpeptid; (Rs) ER-Retentionssignal. 
 
 
Allerdings konnte bei diesen potenziellen PC-Inhibitoren bislang kein N-terminales 
Signalpeptid identifiziert werden, was möglicherweise auf eine nicht korrekte 
Genvorhersage zurückzuführen ist (Ragg, 2007). Auch der Seeigel (Strongylocentrotus 
purpuratus) scheint ein PC inhibierendes, ER-lokalisiertes Serpin zu exprimieren. 
(Tabelle 31). 
Aus den Genomsequenzen von Ciona und Branchiostoma konnten weiterhin Sequenzen 
abgeleitet werden, die für ER-residente Serpine mit anderer Proteasespezifität oder nicht 
inhibitorischer Funktion kodieren (Ragg, 2007). Interessanterweise konnte in 
Vertebraten bislang nur ein ER-residentes Serpin (Hsp47) mit nicht inhibitorischer 
Aktivität identifiziert werden. Dies lässt vermuten, dass Vertebraten möglicherweise 
andere Mechanismen zur Regulation der PC-Aktivität im sekretorischen Pfad nutzen. In 
diesem Zusammenhang ist die Analyse der Bl-Spn1-Genstruktur von Interesse 
(Abschnitt 5.1.5). Die Strukturanalyse deutet nämlich nicht nur an, dass sich das 
Branchiostoma-Serpin Bl-Spn1 und das Fruchtfliegen-Serpin Dm-Spn4A unabhängig 
voneinander entwickelt haben, sondern sie impliziert auch, dass sich Bl-Spn1 
unabhängig von anderen Vertebraten-Serpinen entwickelt hat, da keine einzige 
Intronposition mit der von Vertebraten-Serpinen übereinstimmt. 
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6.2 SERPINE3, ein neues humanes Serpin der Gruppe 3  
Nachdem vieles darauf hindeutete, dass PC-hemmende Serpine in Invertebraten weit 
verbreitet sind (Abschnitt 6.1.2), stellte sich die Frage, ob auch Wirbeltiere solche 
Serpine exprimieren. Im Mai 2006 wurde im Rahmen einer Real-Time-PCR-Studie die 
Expression des neuen humanen Serpins SERPINE3 postuliert, das wie Bl-Spn1 ein 
dibasisches Motiv an den potenziellen Positionen P2/P1 im RSL aufweist (Badola et al., 
2006). Aus der Studie ging nicht hervor, wie (mit welchen Primern) die Expression 
dieses neuen Serpins untersucht wurde und nachfolgende Datenbankrecherchen 
ergaben, dass für humanes SERPINE3 zwei unterschiedliche Sequenzen annotiert sind, 
die lediglich aus dem Humangenom abgeleitet wurden. Daher war unklar, welche dieser 
SERPINE3-Sequenzen exprimiert werden bzw. ob SERPINE3 überhaupt exprimiert 
wird. Zwei Ansätze führten schließlich zur richtigen Sequenz-Vorhersage für 
SERPINE3: (1) Zunächst einmal zeigte eine BLASTP-Analyse mit anschließendem 
Aminosäure-Alignment, dass SERPINE3 unter Vertebraten hoch konserviert ist und dass 
eine der postulierten humanen SERPINE3-Sequenzen eine höhere Ähnlichkeit zu den 
aus cDNAs abgeleiteten SERPINE3-Sequenzen von Maus und Rind aufweist 
(Abschnitt 5.2.1, Abbildung 17). (2) Weiterhin konnte durch Genstrukturanalysen 
nachgewiesen werden, dass die Sequenz XH_941682 im Gegensatz zur Sequenz 
AX407123 an Position 380a (α1-Antitrypsin-Referenzsystem) kein Intron aufweist 
(Abschnitt 5.2.4). Dieser Befund lieferte letztlich den entscheidenden Hinweis darauf, 
dass die vorhergesagte Sequenz AX407123 korrekt annotiert ist, da die 
Genstrukturanalysen zeigten, dass beide postulierten Sequenzen sonst alle 
Intronpositionen und Phasen mit denen von Vertebraten-Serpinen der Gruppe 3 teilen 
(α1-Antitrypsin-Referenzsystem). Die Richtigkeit dieser Hypothese wurde schließlich 
durch Amplifikation und Sequenzierung des kodierenden Bereichs der SERPINE3-
cDNA bestätigt (Abschnitt 5.2.2). Die Sequenz wurde bei EMBL unter der Zugangs-
nummer AM402969 abgelegt. Somit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass 
dieses neue humane Serpin exprimiert wird. Gleichzeitig gelang die eindeutige 
Zuordnung von SERPINE3 zur Gruppe 3 der Vertebraten-Serpine.  
Bioinformatische Analysen zeigten, dass SERPINE3 ein N-terminales Signalpeptid aber 
kein C-terminales ER-Retentionssignal besitzt (Abschnitt 5.2.3). Daher wurde 
postuliert, dass SERPINE3 sezerniert wird. Diese Hypothese konnte durch 
rekombinante Expression des Serpins in COS-7-Zellen bestätigt werden (Abschnitt 
5.2.9). Das Serpin konnte in den Überständen der transfizierten Zellen deutlich stärker 
nachgewiesen werden als in den Extrakten. Zum Nachweis des Serpins wurden 
Antikörper verwendet, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden (Abschnitte 
5.2.6, 6.2.1). Weiterhin zeigte dieses Experiment, dass SERPINE3 posttranslational 
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modifiziert ist, da das Protein größer war (ca. 57 kD) als berechnet (Abschnitt 5.2.9). Im 
Rahmen einer Diplomarbeit wurde gezeigt, dass SERPINE3 N-glykosyliert ist, was mit 
der bioinformatischen Vorhersage dreier N-Glykosylierungsstellen (Abschnitt 5.2.3) 
übereinstimmt (Feicht, nicht veröffentlichte Daten). Eine genauere Betrachtung der 
RSL-Sequenz implizierte weiterhin, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin ist, da 
die Hinge-Region des RSLs viele kleine Aminosäuren aufweist, was essenziell für die 
Einlagerung des RSLs in das β-Faltblatt A ist (Gettins, 2002b). Aufgrund der basischen 
Aminosäuren an den postulierten Positionen P2/P1 wird weiterhin vermutet, dass PCs 
oder Trypsin-ähnliche Proteasen natürliche Zielenzyme des Serpins sind. Diese 
Hypothese konnte bislang nicht bestätigt werden. Die möglichen Gründe werden im 
weiteren Verlauf diskutiert. 
6.2.1 Rekombinante Expression von SERPINE3  
SERPINE3 wurde rekombinant in E. coli Bl21(DE3) als His6-GST-Fusionsprotein 
exprimiert und an Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Identität des ca. 70 kD großen 
Fusionsproteins wurde durch Massenspektrometrie bestätigt (Abschnitt 5.2.5). Die Aus-
beuten des SERPINE3-Fusionsproteins lagen deutlich unter denen von 
His6-GST-Bl-Spn1, was darauf zurückzuführen ist, dass ein beträchtlicher Anteil des 
Proteins unlöslich war. Dennoch konnte genügend Fusionsprotein gereinigt werden, was 
die Gewinnung funktioneller Antikörper ermöglichte, die nicht nur mit bakteriell 
exprimiertem SERPINE3, sondern auch mit endogenem, nicht denaturiertem 
SERPINE3 aus MCF-7-Zellen reagierten (Abschnitte 5.2.6, 5.2.12).  
Obwohl für die Konstruktion des bakteriellen SERPINE3-Expressionsplasmids eine 
ähnliche Klonierungsstrategie wie für Bl-Spn1 angewandt wurde (Tödtmann, 2004), 
ließ sich der N-terminale His6-GST-Tag nicht abspalten (Abschnitt 5.2.5). Gleichwohl 
wurde das Fusionsprotein für Aktivitätsstudien eingesetzt, da vielfach gezeigt wurde, 
dass Serpine mit N-terminalem Fusions-Tag biologisch aktiv sind (Schick et al., 1997; 
Oley et al., 2004; Tödtmann, 2004). In Komplexierungsversuchen und/oder kinetischen 
Tests wurde die biologische Aktivität des Serpins mit einem Spektrum potenzieller 
Zielproteasen (Trypsin, Furin und PC1/3) untersucht. In keinem der Tests konnte eine 
inhibitorische Aktivität des Serpins nachgewiesen werden (Abschnitt 5.2.7). Auch wenn 
viele humane Serpine in aktiver Form in Bakterien produziert werden können (Bird et 
al., 2004), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die mangelnde inhibitorische Aktivi-
tät auf eine nicht korrekte Faltung des Serpins oder fehlende posttranslationale 
Modifikationen zurückzuführen ist, da Bakterien nicht über die eukaryotischen 
Faltungshelfer und Modifikationssysteme verfügen (Alberts et al., 2002; Bird et al., 
2004). Die Tatsache, dass sich der N-terminale His6-GST-Tag nicht abspalten ließ und 
ebenso der Befund, dass das SERPINE3-Fusionsprotein durch Trypsin vollkommen 
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degradiert wurde (während Bl-Spn1 SDS-stabile Komplexe bildete), stützten die 
Hypothese einer fehlerhaften Faltung.  
Für weitere Funktionsanalysen musste daher ein System etabliert werden, das die 
rekombinante Expression des Serpins in biologisch aktiver Form und in ausreichenden 
Mengen gewährleistet. Da COS-7-Zellen kein geeignetes System zur Produktion 
größerer Mengen eines rekombinanten Proteins darstellen (Geisse & Henke, 2005), 
wurde SERPINE3 in HEK-293-EBNA-Zellen produziert. Mit dem HEK-293-EBNA-
System konnten bereits viele Säugerproteine in aktiver Form und in ausreichenden 
Mengen hergestellt werden (Chen et al., 2003; Baldi et al., 2005; Geisse & Henke, 
2005). Die in dieser Arbeit etablierten Zelllinien sezernieren unter Selektionsdruck 
kontinuierlich SERPINE3 mit N-terminalem His6-Tag ins Medium. Der Nachweis des 
Proteins durch Western-Blot erfordert keine Ankonzentrierung der Überstände und auch 
keine langen Belichtungszeiten (Abschnitt 5.2.10). Im Rahmen einer Diplomarbeit 
wurde versucht, das Serpin durch Metallionenaffinitätschromatographie zu reinigen. Die 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der His6-Tag nicht frei zugänglich sind, da be-
reits geringe Konzentrationen an Imidazol (1 mM) eine Elution des Proteins bewirken 
(Kutzner, nicht veröffentlichte Daten). Daher wurden die Untersuchungen zur Aktivität 
von SERPINE3 mit den Überständen der rekombinanten Zellen durchgeführt 
(Abschnitt 5.2.11). Auch in diesen Experimenten konnte keine Aktivität von SERPINE3 
gegenüber Trypsin und Furin nachgewiesen werden. Ebenso wenig konnte eine 
Hemmung der Trypsin-ähnlichen Protease Thrombin nachgewiesen werden. Mögliche 
Gründe für diese mangelnde inhibitorische Aktivität werden im folgenden Abschnitt 
diskutiert.  
6.2.2 SERPINE3 zeigt keine inhibitorische Aktivität in vitro 
Inhibitorische Serpine besitzen im N-terminalen Bereich ihres RSLs eine hoch konser-
vierte Region (Hinge-Region, Abbildung 3), die vornehmlich aus kleinen Aminosäuren 
besteht. Dieser Bereich ermöglicht die Einlagerung des RSLs in das β-Faltblatt A des 
Serpins, die mit einer irreversiblen Hemmung der gebundenen Zielprotease einhergeht 
(Hopkins et al., 1993; Gettins, 2002b). Trotz der Tatsache, dass auch SERPINE3 eine 
für inhibitorische Serpine typische Hinge-Region aufweist (Abschnitt 5.2.3), konnte 
keine inhibitorische Aktivität des Serpins nachgewiesen werden. Hierfür gibt es 
verschiedene Erklärungsmöglichkeiten, die im Folgenden gesondert diskutiert werden.  
 
(1) Furin oder Trypsin-ähnliche Proteasen sind keine Zielproteasen von SERPINE3 
Bei den meisten inhibitorischen Serpinen ist der N-terminale Bereich des RSLs bis zur 
Protease-Spaltstelle 17 Aminosäuren lang (Gettins, 2002b). Da die Sequenz im Bereich 
der Positionen P17 bis P9 bei inhibitorischen Serpinen hoch konserviert ist 
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(Abbildung 20), kann die Proteasespaltstelle vorhergesagt werden. Für SERPINE3 ist 
daher anzunehmen, dass Lys368 und Arg369 die Position P2 bzw. P1 repräsentieren, wes-
halb Proteasen vom Trypsintyp oder PCs als Zielenzyme in Frage kommen (Abschnitt 
5.2.3). Wie in Abschnitt 6.1.1 beschrieben, ist der RSL von Dm-Spn4A/E nach Spaltung 
durch Furin aber z. B. 18 Aminosäuren lang (Oley et al., 2004) und es gibt auch Bei-
spiele für Serpine, deren RSL nach Protease-Spaltung eine Länge von 16 Aminosäuren 
aufweist (Gettins, 2002b). Im Falle von SERPINE3 würde das bedeuten, dass Serin370 
(RSL-Länge: 18 AS) oder Lysin368 (RSL-Länge: 16 AS) die P1-Position repräsentieren 
würde, was wiederum mit einer veränderten Proteasespezifität einherginge. Sollten 
Leucin367 und Lysin368 die Positionen P2/P1 repräsentieren, so kämen z. B. 
papainähnliche Cysteinproteasen der C1A-Subfamilie als Zielproteasen in Frage, da 
diese Enzyme Substrate mit großen hydrophoben Aminosäuren (z. B. Leucin) an 
Position P2 bevorzugen und an Position P1 fast jede Aminosäure akzeptieren (Rawlings 
& Barrett, 2004). Bei einer RSL-Länge von 16 AS kämen aufgrund eines P1-Lysins 
weiterhin Trypsin-ähnliche Proteasen als Zielenzyme in Frage, aber aller 
Wahrscheinlichkeit nach nicht mehr PCs, da diese bevorzugt nach mehreren basischen 
Aminosäuren spalten (Rockwell et al., 2002). Tatsächlich deuten die Aktivitätsun-
tersuchungen der SERPINE3-RSL-Mutante „LuckyLoop“ darauf hin, dass SERPINE3 
eine andere Zielprotease-Spezifität als Bl-Spn1 besitzt (Abschnitt 5.2.8). Die Mutante 
„LuckyLoop“ basiert auf dem Serpin Bl-Spn1, wobei einzelne Aminosäuren im RSL 
von Bl-Spn1 so verändert wurden, dass die Aminosäuren im Bereich der Positionen P9 
bis P2’ identisch zu den entsprechenden Positionen von SERPINE3 sind. „LuckyLoop“ 
bildet SDS-stabile Komplexe mit Trypsin, aber nicht mit Furin. Da die Mutante 
„LuckyLoop“ Trypsin hemmt, wurde vermutet, dass auch SERPINE3 Trypsin inhibiert, 
da die Spezifität von Serpinen maßgeblich durch die Aminosäuren in der benachbarten 
Umgebung der Proteasespaltstelle bestimmt wird (Gettins, 2002b). Gleichwohl konnte 
keine Hemmung von Trypsin durch das in HEK293-EBNA-Zellen produzierte 
SERPINE3 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der bislang 
nicht gelungene Nachweis einer inhibitorischen Aktivität von SERPINE3 nicht auf einer 
falschen Wahl von Zielproteasen beruht. Vielmehr müssen andere Gründe dafür verant-
wortlich sein, dass SERPINE3 keine der getesteten Zielproteasen hemmt. 
 
(2) SERPINE3, ein nicht inhibitorisches Serpin? 
Nicht inhibitorische Serpine, wie z. B. Maspin, Angiotensinogen, Ovalbumin oder 
PEDF (pigment epithelium-derived factor) können ihren RSL nach Protease-Spaltung 
nicht in das β-Faltblatt A einlagern (kein S → R-Übergang), was vermutlich darauf 
zurückzuführen ist, dass die Hinge-Region dieser Serpine viele große und geladene 
Aminosäuren enthält (Gettins, 2002b). Andere nicht inhibitorische Serpine, wie z. B. 
CBG (corticosteroid binding globulin) oder TBG (thyroxine binding globulin) gehen 
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dagegen nach Spaltung des RSLs von der S- in die R-Konformation über (Pemberton et 
al., 1988) wobei auffällt, dass TBG eine konservierte Hinge-Region besitzt 
(GTEAAAV) (Gettins, 2002b). Letzteres Beispiel zeigt, dass zum gegenwärtigen Zeit-
punkt nicht ausgeschlossen werden kann, dass SERPINE3 ein nicht inhibitorisches 
Serpin ist. Eine in jüngster Zeit veröffentlichte Studie zum humanen SERPINB11 und 
dessen Maus-Homolog Serpinb11 zeigt, dass nicht nur der RSL, sondern auch das Ge-
rüst von Serpinen von entscheidender Bedeutung für deren inhibitorische Aktivität ist 
(Askew et al., 2007). Während Serpinb11 Trypsin-ähnliche Proteasen inhibiert, zeigt 
SERPINB11 keine inhibitorische Aktivität, obwohl der RSL des humanen Serpins fast 
identisch zu dem des Maus-Homologs ist. Durch Austausch der RSLs (Maus-RSL auf 
humanes SERPINB11-Gerüst und umgekehrt) konnten die Autoren zeigen, dass das 
Gerüst des humanen Serpins eine Inhibition von Proteasen verhindert. Während eine 
Hemmung von Trypsin durch das Maus-Serpin mit humanem RSL nachgewiesen wer-
den konnte, zeigte ein chimäres Serpin aus humanem Gerüst und Maus-RSL keine 
inhibitorische Aktivität. Ein ähnliches Transplantationsexperiment (z. B. SERPINE3-
RSL auf Bl-Spn1-Gerüst und umgekehrt) könnte auch im Falle von SERPINE3 Auf-
schluss darüber geben, ob das Gerüst von SERPINE3 eine Inhibition von Proteasen 
beeinträchtigt. Ein Befund dieser Arbeit deutet tatsächlich darauf hin, dass SERPINE3 
eine Funktion unabhängig von der Hemmung von Proteasen erfüllen könnte: Bei der 
Transfektion von HEK-293-EBNA-Zellen mit dem für SERPINE3 kodierenden Plasmid 
pCEP4-T3C fiel auf, dass die Zellen kurz nach Start der Selektion mit Hygromycin ihr 
Wachstum für einen gewissen Zeitraum einstellten (Abschnitt 5.2.10). Dieser 
kurzfristige Wachstumsstop ist vermutlich nicht auf eine Inhibition von PCs 
zurückzuführen, da sich die Zellen, die mit Plasmiden für SERPINE3-Mutanten 
(P1-Alanin- bzw. P2-Alanin-Mutanten) transfiziert wurden, ebenso verhielten (Ab-
schnitt 5.2.10). Warum die Zellen vorübergehend ihr Wachstum einstellten, ist unklar. 
Eine Vermutung ist, dass eine Überexpression des Serpins toxisch ist und dass nur Zel-
len überleben, die ein moderates SERPINE3-Expressionsniveau zeigen. Es kann aller-
dings nicht ausgeschlossen werden, dass diese Mutanten andere für das Wachstum 
essenzielle Proteasen inhibieren.  
Beim Vergleich der humanen SERPINE3-Aminosäuresequenz mit anderen humanen 
Serpinen fällt auf, dass in der Umgebung des Helix F-Bereichs bei SERPINE3 eine 
einzigartige Insertion vorliegt (Abbildung 43 und Abbildung 44). Diese Insertion könnte 
einen Einfluss auf die Sekundärstruktur von SERPINE3 haben. Dem SERPINE3-Mo-
dell zufolge liegt dieser Bereich des Serpins stark gewunden vor (Abbildung 44). 
Möglicherweise führt diese Insertion daher zur Ausbildung einer zusätzlichen α-Helix, 
die aufgrund ihrer Lokalisation (oberhalb von s5A) die Einlagerung des RSLs in das 
Faltblatt A beeinträchtigen könnte. Weiterhin fällt auf, dass der Bereich, der bei 
α1-Antitrypsin und anderen Serpinen die Helix F bildet, nicht konserviert ist 
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(Abbildung 43). Dieser Befund ist deshalb interessant, da vermutet wird, dass diese He-
lix eine essenzielle Rolle beim Inhibitionsmechanismus von Serpinen spielt (Gettins, 
2002a). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieser 
für SERPINE3 charakteristische Bereich die Inhibition von Proteasen beeinträchtigt.  
 
                       ↓        ↓          ↓↓ ↓↓       ↓   
                   hE      s1A             hF                                s3A        
                
----------------------⎤  ⎡-----------⎤     ⎡------------------------------------------⎤                      ⎡------------------       
SERPINE3  108 : VEHVSWWANSSLEPADLSE-PNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVST : 171 
SERPINE1  110 : MPHFFRLFRSTVKQVDFSE-VERARFIINDWVKTHTKGMISN-----LLGKGAVDQLTRLVLVNA : 168 
SERPINE2  108 : VTRNKDVFQCEVRNVNFED-PASACDSINAWVKNETRDMIDN----LLSPDLIDGVLTRLVLVNA : 167 
SERPINI1  107 : LQMMKKYFNAAVNHVDFSQ-NVAVANYINKWVENNTNNLVKD-----LVSPRDFDAATYLALINA : 165 
SERPINI2  101 : LHGNKEFFQSAIKLVDFQD-AKACAEMISTWVERKTDGKIKD-----MFSGEEFGPLTRLVLVNA : 159 
SERPINA1  131 : LEDVKKLYHSEAFTVNFGD-TEEAKKQINDYVEKGTQGKIVD-------LVKELDRDTVFALVNY : 187 
SERPINA3  131 : TEDAKRLYGSEAFATDFQD-SAAAKKLINDYVKNGTRGKITD-------LIKDLDSQTMMVLVNY : 187 
SERPINA4  136 : LNDTMAVYEAKLFHTNFYD-TVGTIQLINDHVKKETRGKIVD-------LVSELKKDVLMVLVNY : 192 
SERPINA5  127 : VSAMKTLYLADTFPTNFRD-SAGAMKQINDYVAKQTKGKIVD-------LLKNLDSNAVVIMVNY : 183 
SERPINA6  122 : SADIKHYYESEVLAMNFQD-WATASRQINSYVKNKTQGKIVD-------LFSGLDSPAILVLVNY : 178 
SERPINA7  127 : LNDVKTLYETEVFSTDFSN-ISAAKQEINSHVEMQTKGKVVG-------LIQDLKPNTIMVLVNY : 183 
SERPINA8  191 : VQGLALYTPVVLPRSLDFTELDVAAEKIDRFMQAVTGWKTGC-------SLMGASVDSTLAFNTY : 248 
SERPINA9  134 : LGNVKRLYEAEVFSTDFSN-PSIAQARINSHVKKKTQGKVVD-------IIQGLDLLTAMVLVNH : 190 
SERPINA10 156 : FNLSKRYFDTECVPMNFRN-ASQAKRLMNHYINKETRGKIPK-------LFDEINPETKLILVDY : 212 
SERPINB1  105 : LVSTQKTYGADLASVDFQHASEDARKTINQWVKGQTEGKIPE-----LLASGMVDNMTKLVLVNA : 164 
SERPINB2  142 : IRLCQKYYSSEPQAVDFLECAEEARKKINSWVKTQTKGKIPN-----LLPEGSVDGDTRMVLVNA : 201 
SERPINB3  120 : LDAIKKFYQTSVESVDFANAPEESRKKINSWVESQTNEKIKN-----LIPEGNIGSNTTLVLVNA : 179 
SERPINB4  120 : LDAIKKFYQTSVESTDFANAPEESRKKINSWVESQTNEKIKN-----LFPDGTIGNDTTLVLVNA : 179 
SERPINB5  105 : ISSTKRPYANELETVDFKDKLEETKGQINSSIKELTDGHFED-----ILPENSISDQTKILVVNA : 164 
SERPINB6  107 : RDSCQKFYQAEMEELDFISAVEKSRKHINTWVAEKTEGKIAE-----LLSPGSVDPLTRLVLVNA : 166 
SERPINB7  115 : IECAEKLYDAKVERVDFTNHLEDTRRNINKWVENETHGKIKN-----VIGEGGISSSAVMVLVNA : 174 
SERPINB8  105 : KEYCQKFYQAELEELSFAEDTEECRKHINDWVAEKTEGKISE-----VLDAGTVDPLTKLVLVNA : 164 
SERPINB9  105 : KESCLQFYHAELKELSFIRAAEESRKHINTWVSKKTEGKIEE-----LLPGSSIDAETRLVLVNA : 164 
SERPINB10 127 : LEDMKTYFGAEPQPVNFVEASDQIRKDINSWVERQTEGKIQN-----LLPDDSVDSTTRMILVNA : 186 
SERPINB11 122 : LSCSEKWYQARLQTVDFEQSTEETRKMINAWVENKTNGKVAN-----LFGKSTIDPSSVMVLVNT : 181 
SERPINB12 131 : LDGVIQFYHTTIESVDFQKNPEKSRQEINFWVECQSQGKIKE-----LFSKDAINAETVLVLVNA : 190 
SERPINB13 121 : LDYVEKYYHASLEPVDFVNAADESRKKINSWVESKTNEKIKD-----LFPDGSISSSTKLVLVNM : 180 
SERPINC1  159 : QDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGRITD-----VIPSEAINELTVLVLVNT : 218 
SERPIND1  218 : KTKVREYYFAEAQIADFSDPAFIS--KTNNHIMKLTKGLIKD-------ALENIDPATQMMILNC : 273 
SERPINF1  136 : VAPLEKSYGTRPRVLTGNP--RLDLQEINNWVQAQMKGKLAR-------STKEIPDEISILLLGV : 191 
SERPINF2  152 : LEQSEQLFG--AKPVSLTGKQEDDLANINQWVKEATEGKIQE-------FLSGLPEDTVLLLLNA : 207 
SERPING1  215 : VNASRTLYSSSPRVLSNNS--DANLELINTWVAKNTNNKISR-------LLDSLPSDTRLVLLNA : 270 
SERPINH1  129 : VRSSKQHYNCEHSKINFRD-KRSALQSINEWAAQTTDGKLPE-------VTKDVERTDGALLVNA : 185 
 
Abbildung 43: Ausschnitt aus einem Alignment humaner Serpine. Für das CLUSTALW-Alignment 
wurden die reifen Sequenzen humaner Serpine verwendet. Aminosäuren, die in >70 % der 
Serpinsequenzen identisch sind, sind invertiert (weiß auf schwarz) dargestellt. Eine Position, die bei der 
Mehrzahl der Serpine mit Trp oder Phe besetzt ist, ist grau hervorgehoben. Oberhalb des Alignments sind 
die von α1-Antitrypsin abgeleiteten Sekundärstrukturelemente dargestellt (Whisstock et al., 2000). 
Interessante Substitutionen in der SERPINE3-Sequenz sind durch einen Pfeil gekennzeichnet (siehe auch 
Tabelle 32). Das vollständige Alignment ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.5). 
 
 
Die Aminosäuresequenz von SERPINE3 weicht noch an weiteren Positionen von der 
Konsensussequenz der anderen humanen Serpine ab. Die markantesten Unterschiede 
sind in Tabelle 32 aufgelistet. Mehrere Substitutionen treten an Positionen auf, die in 
α1-Antrypsin Teil der Shutter-Region sind. Diese Region, die auch Bereiche der Helix F 
umfasst, liegt in der Nähe des Zentrums von β-Faltblatt A und beeinflusst/ermöglicht 
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die Öffnung des β-Faltblatts A, so dass der RSL inserieren kann (siehe Abbildung 3) 
(Irving et al., 2000; Whisstock et al., 2000). Interessant ist hierbei, dass Substitutionen 
in diesem Bereich häufig nur bei nicht inhibitorischen Serpinen auftreten (Tabelle 32, 
Abschnitt 8.3.5). Position S375 in der Shutter-Region fällt weiterhin deshalb auf, weil sie 
mit einer für SERPINE3 charakteristischen Aminosäure besetzt ist. Während 32 von 33 
Serpinen an der entsprechenden Stelle ein Phenylalanin besitzen, enthält SERPINE3 an 
dieser Position ein Serin (Tabelle 32).  
 
Tabelle 32: Substitutionen in der Aminosäuresequenz von SERPINE3 
SERPINE3  Konservierte Aminosäuren Bereich Auffälligkeit 
F30 V, L, I, M (31/33; 94 %) s6B SERPINA8: T
99 
F46  L, M, V  (31/33; 94 %) Übergang von hB nach hC SERPINA7: F
62 
A115  F, Y (31/33; 94 %)  Ende von hE SERPINA8: T
198 
L124  F (28/33; 85 %)  Übergang von s1A nach hF  
T134  I  (30/33; 91 %)  hF (Shutter-Region)  
S135  N (30/33; 91 %)  hF (Shutter-Region)  
G137 W, Y, F  (27/33; 82 %)  hF (Shutter-Region)  
A138 V, M, I (31/33; 94 %) hF (Shutter-Region) SERPINH1: A
159 
G146  I, L, V (30/33; 91 %) 
Übergang von hF nach s3A 
(Shutter-Region) 
SERPINA8: T230 
SERPINB5: F144  
S170  N, D (30/33; 91 %) s3A (Shutter-Region) 
SERPINA8: T247 
SERPINF1: G190 
W296  L, M (31/33; 94 %) hI SERPINA8: A
366 
F318  L, I, V (32/33; 97 %) Übergang von hI nach s5A  
F374  L (27/33; 82 %) s5B (Shutter-Region)  
S375  F (32/33; 97 %) s5B (Shutter-Region)  
In der ersten Spalte ist angegeben, an welchen Positionen die SERPINE3-Aminosäuresequenz von der 
Konsensussequenz der anderen humanen Serpine abweicht. Die Nummerierung bezieht sich auf das reife 
SERPINE3. Das entsprechende Alignment ist im Anhang (8.3.5) dargestellt. Die zweite Spalte zeigt, 
welche Aminosäuren an dieser Position konserviert sind und wie häufig sie unter den 33 analysierten 
Serpinen auftreten. Spalte drei gibt an, in welchem Strukturelement die entsprechende Position bei 
α1-Antitrypsin lokalisiert ist (Irving et al., 2000; Whisstock et al., 2000). An manchen Positionen treten 
nur bei nicht inhibitorischen Serpinen Substitutionen auf. Diese Serpine und die entsprechenden 
Substitutionen sind in der vierten Spalte genannt.  
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Manche Substitutionen treten in Bereichen auf, die nicht Teil des zentralen Gerüsts des 
Serpins sind. Auch hierbei fällt auf, dass an diesen Stellen neben SERPINE3 häufig nur 
nicht inhibitorische Serpine von der Serpin-Konsensussequenz abweichen. Viele der in 




Abbildung 44: Substitutionen bei SERPINE3. Links dargestellt ist SERPINE3 in der RSL-exponierten 
Konformation. Ausgewählte Positionen, an denen die SERPINE3-Aminosäuresequenz von der 
Konsensussequenz der anderen Serpine abweicht, sind schwarz gefärbt (siehe auch Tabelle 32). Die 
Aminosäuren der Insertion (E144GPGG152) in der Nähe der Helix F (hF) sind ebenfalls schwarz markiert 
und gekennzeichnet (+). Der Bereich um die Insertion ist stark gewunden und durch eine Ellipse markiert. 
Das Modell wurde wie beschrieben erstellt (Abschnitt 5.2.3). Zum Vergleich ist rechts ein Modell der 
RSL-exponierten Konformation von α1-Antitrypsin dargestellt (siehe auch Abschnitt 2.3). Schwarz 
eingefärbt sind diejenigen Positionen, an denen in SERPINE3 Substitutionen auftreten. Die Farbgebung 
der Modelle ist wie in Abbildung 3 und Abbildung 21 beschrieben.  
 
 
(3) SERPINE3 benötigt für die Inhibition von Zielproteasen einen Kofaktor 
Mehrere Serpine, wie z. B. Antithrombin, HCII oder Nexin-1 benötigen für eine 
effiziente Inhibition bestimmter Zielproteasen die Bindung eines Kofaktors 
(z. B. Heparin). Die durch den Kofaktor induzierte Steigerung der inhibitorischen 
Aktivität kann durch Konformationsänderung des Serpins oder durch Brückenbildung 
zwischen dem Serpin und dem ebenso an den Kofaktor bindenden Zielenzym erfolgen 
(Gettins, 2002b; Huntington, 2006). Möglicherweise ist die Bindung von Heparin 
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und/oder anderen Kofaktoren für die inhibitorische Aktivität von SERPINE3 
erforderlich.  
 
(4) SERPINE3, ein latentes Serpin? 
Die Studien mit der Mutante „LuckyLoop“ deuten darauf hin, dass Trypsin eine 
Zielprotease von SERPINE3 sein könnte. Das in HEK293-EBNA-Zellen produzierte 
SERPINE3 bildete aber keine SDS-stabilen Komplexe mit der Protease. Ebenso wenig 
konnten RSL-gespaltene Formen von SERPINE3 detektiert werden. Generell fiel bei 
den Versuchen mit dem in eukaryotischen Zellen produzierten Serpin auf, dass nie RSL-
gespaltene Formen des Serpins auftraten (Abschnitt 5.2.11). Dieser Befund lässt 
vermuten, dass der RSL des Serpins möglicherweise nicht frei zugänglich ist, was 
bedeutet, dass SERPINE3 in einer latenten Konformation vorliegen könnte 
(Abbildung 45). Bislang ist nur ein Serpin bekannt (PAI-1), das unter physiologischen 
Bedingungen spontan in die latente Konformation übergeht. PAI-1 fungiert durch 
Inhibition der Proteasen tPA (tissue-type plasminogen activator) und uPA (urokinase-
type plasminogen activator) als zentraler Inhibitor der Fibrinolyse (Gils & Declerck, 
2004). Obwohl der Transkriptspiegel des PAI-1-Gens in Hepatozyten und 
Endothelzellen sehr hoch sind, ist die Aktivität von PAI-1 im Plasma niedrig, da das 
Serpin innerhalb von wenigen Stunden eine latente Konformation einnimmt (Levin & 
Santell, 1987). Durch Bindung an Vitronectin wird die aktive Form des Serpins 
stabilisiert (De Taeye et al., 2004). Möglicherweise ist auch der RSL von SERPINE3 
nur in Gegenwart eines Kofaktors exponiert. 
Im Zusammenhang mit der Hypothese, dass der bislang nicht mögliche Nachweis einer 
inhibitorischen Aktivität von SERINE3 auf einen inserierten RSL zurückzuführen ist, ist 
wiederum der Befund interessant, dass der Bereich um Helix F nicht konserviert ist. Für 
die Einlagerung des (nicht-gespaltenen) RSLs zwischen die Stränge s3A und s5A des 
Serpins ist, wie auch bei der Komplexbildung, eine temporäre Verschiebung der Helix F 
erforderlich (Gettins, 2002a).  
Die Tatsache, dass die im folgenden Abschnitt diskutierten in-vivo-Untersuchungen zur 
endogenen Expression von SERPINE3 auf eine inhibitorische Aktivität des Serpins 
hindeuten (Abschnitt 6.2.3), lässt vermuten, dass der bislang nicht gelungene Nachweis 
der inhibitorischen Aktivität in vitro auf das Fehlen eines Kofaktors und/oder eine 






Abbildung 45: SERPINE3 in latenter Konformation. Links dargestellt ist die RSL-exponierte 
Konformation von SERPINE3 (siehe Abbildung 44). Rechts dargestellt ist SERPINE3 in der latenten 
Konformation. Das Modell basiert auf den Kristallstrukturdaten von latentem PAI-1 (PDB-Code: 1dvnA) 
und RSL-gespaltenem Maus-Neuroserpin (PDB-Code: 1jjoD). Die Farbgebung der Modelle ist wie in 
Abbildung 44 beschrieben.  
 
6.2.3 Studien zur endogenen Expression von SERPINE3 – Hinweise 
auf eine inhibitorische Aktivität  
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig die endogene Expression von SERPINE3 
auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abschnitt 5.2.12). Durch Immuno-
affinitätschromatographie gelang es, SERPINE3 spezifisch aus den Kulturüberständen 
der Brustkrebszelllinie MCF-7 anzureichern. In dieser Zelllinie war zuvor ein hoher 
SERPINE3-Transkriptspiegel nachgewiesen worden (Abschnitt 5.2.12). Zur 
Anreicherung des Serpins wurden Antikörper gegen SERPINE3 verwendet, die im 
Rahmen dieser Arbeit hergestellt und durch Affinitätschromatographie gereinigt wurden 
(Abschnitt 5.2.6). Das sezernierte Serpin (57 kD) hat die gleiche Größe wie das 
rekombinant in HEK293-EBNA Zellen produzierte Serpin. Neben dem freien Serpin 
wurden mit Hilfe der Immunoaffinitätschromatographie noch weitere, deutlich größere 
Proteine angereichert (110, 170 und 190 kD). Die Tatsache, dass die Anreicherung 
dieser Proteine mit affinitätsgereinigten Anti-SERPINE3 Antikörpern erfolgte, 
unterstreicht die Spezifität des Nachweises. Es ist daher wahrscheinlich, dass die 
hochmolekularen Proteine SERPINE3 in komplexierter Form repräsentieren, wobei die 
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potenziellen Interaktionspartner eine Größe von 50 bzw. 110-130 kD aufweisen. 
Interessanterweise konnte dieses Ergebnis erst wieder verlässlich reproduziert werden, 
nachdem die Zellen unter Zusatz des Serinprotease-Inhibitors Pefabloc kultiviert 
wurden (Feicht, nicht veröffentlichte Daten). Dieser Befund unterstreicht zunächst 
einmal die Vermutung, dass es sich bei den zusätzlich angereicherten Proteinen um 
Komplexbanden handelt, da Serpin-Protease-Komplexe sehr anfällig für einen 
proteolytischen Abbau sind (Gettins, 2002b). Weiterhin ist dieses Ergebnis im 
Zusammenhang mit möglichen Zielproteasen von SERPINE3 interessant: Die Größe 
der potenziellen 170-190 kD großen Komplexe lässt vermuten, dass es sich bei den 
Interaktionspartnern um PCs wie PACE4 oder PC5A (ca. 115 Da) handeln könnte, da 
nur diese Enzyme (soweit bekannt) ein solch großes Molekulargewicht aufweisen 
(Creemers et al., 1993; Nour et al., 2005; Rawlings et al., 2006). Aufgrund der 
Ergebnisse einer RT-PCR-Studie, bei der die Expression verschiedener PCs in 
Brustkrebszelllinien untersucht wurde (Cheng et al., 1997), ist es allerdings 
unwahrscheinlich, dass es sich bei dem 115 kD großen Interaktionspartner um PC5 
handelt, da keine PC5-Transkripte in der MCF-7-Zelllinie detektiert werden konnten. 
Allerdings wurde PACE4-mRNA in MCF-7-Zellen nachgewiesen, weshalb der 115 kD 
große Interaktionspartner tatsächlich PACE4 repräsentieren könnte. Bei dem ca. 50 kD 
großen Interaktionspartner könnte es sich ebenso um eine PC handeln, da viele PCs 
auch in verkürzten Formen existieren (Denault et al., 2002; Nour et al., 2005). 
Andererseits könnte es sich bei dem nachgewiesenen 110 kD großen Protein auch um 
ein Abbauprodukt der größeren Komplexe handeln. Mehrere Studien zeigen, dass 
Pefabloc die Aktivität von PCs nur wenig beeinflusst (Cieplik et al., 1998; Jin et al., 
2005), was die Hypothese untermauert, dass es sich bei den mutmaßlichen 
Komplexpartnern um PCs handelt. PACE4 (und PC5) kommen weiterhin aufgrund ihrer 
Lokalisation als Zielenzyme von SERPINE3 in Frage. Es wurde gezeigt, dass beide PCs 
an der extrazellulären Matrix lokalisiert sind und direkt oder indirekt an 
Heparinproteoglycane der ECM binden (Tsuji et al., 2003; Nour et al., 2005). 
Möglicherweise ist SERPINE3 ebenso wie diese PCs in der ECM lokalisiert. Diese 
Hypothese wird durch einen Befund dieser Arbeit untermauert: Bei der Analyse der 
SERPINE3-Expression in verschiedenen humanen Geweben und Plasma konnten mit 
affinitätsgereinigtem Anti-SERPINE3-Antiserum immunreaktive Proteine (72 kD bzw. 
90 kD) in Gehirn, Herz und Niere nachgewiesen werden, nicht aber in Milz, Plazenta, 
Leber und Plasma (Abschnitt 5.2.12). Der Befund, dass SERPINE3 nicht im Plasma 
detektiert werden konnte, gleichzeitig aber mehrfach gezeigt wurde, dass SERPINE3 
sekretiert wird (Abschnitte 5.2.9 und 5.2.12), spricht dafür, dass das Protein in der ECM 
lokalisiert sein könnte. Allerdings stellt sich die Frage, ob das in Gehirn, Niere und Herz 
detektierte Protein wirklich SERPINE3 repräsentiert, da das dort nachgewiesene Protein 
wiederum deutlich größer ist als berechnet. Im Gegensatz zur MCF-7-Zelllinie konnte 
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in Gewebsextrakten kein Protein detektiert werden, dessen Größe der des freien Serpins 
entspricht. Die Tatsache, dass immunreaktive Banden in genau den Geweben 
nachgewiesen wurden, in denen der Real-Time-PCR-Studie zu Folge eine hohe 
SERPINE3-Expression vorliegt (Badola et al., 2006), deutet darauf hin, dass die 
90 kD-Bande SERPINE3 in komplexierter Form repräsentiert. Laut dieser Studie liegt 
eine sehr starke SERPINE3-Expression u. a. in Gehirn, im Herz und in der Niere vor. In 
der Milz ist die Expression etwas schwächer und in der Leber sehr schwach. 
Plazentagewebe wurde nicht untersucht. Die Tatsache, dass freies SERPINE3 nicht 
detektiert werden konnte, lässt sich möglicherweise dadurch erklären, dass SERPINE3 
in allen Geweben komplexiert vorliegt. Diese Hypothese wird dadurch gestützt, dass 
z. B. auch humanes PI8 innerhalb von sehr kurzer Zeit nach der Aktivierung von 
Blutplättchen nur noch in Form eines Komplexes mit Furin nachweisbar ist (Leblond et 
al., 2006). Allerdings fällt auf, dass der mutmaßliche Komplexpartner von SERPINE3 
in den humanen Geweben eine deutlich geringere Größe (ca. 30 kD) aufweist als die 
postulierten Interaktionspartner in den Kulturüberständen von MCF-7-Zellen. Dieser 
Befund lässt sich vielleicht dadurch erklären, dass viele Serpine unterschiedliche 
Proteasen inhibieren. Das naheliegendste Beispiel ist wohl Bl-Spn1, das in vitro Furin, 
PC1/3 und Trypsin inhibiert.  
Zusammenfassend deuten die Expressionsstudien darauf hin, dass SERPINE3 ein 
inhibitorisches Serpin ist, das möglicherweise in der ECM lokalisiert ist. Eine 
massenspektrometrische Analyse der hochmolekularen Banden aus MCF-7 
Kulturständen könnte Aufschluss darüber geben, ob und welche Proteasen SERPINE3 
hemmt. Der Nachweis potenzieller Komplexe in vivo und die bislang nicht gelungene 
Nachweis einer inhibitorische Aktivität in vitro deuten darauf hin, dass SERPINE3 für 
seine Aktivität einen Kofaktor benötigt oder dass das Serpin wie PAI-1 sehr schnell in 
eine latente, nicht inhibitorische Konformation übergeht. 
 
6.3 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Serpine charakterisiert, die aufgrund ihrer RSL-
Sequenz und ihrer postulierten Lokalisation als physiologische Inhibitoren von PCs in 
Frage kommen. Es konnte nachgewiesen werden, dass Bl-Spn1 Furin und PC1/3 hemmt 
und dass der Inhibitor aufgrund seines ER-Retentionssignals im sekretorischen Pfad 
zurückgehalten wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Bl-Spn1 die Aktivität 
von PCs in Branchiostoma reguliert. Um diese Hypothese zu erhärten, wäre es 
interessant zu untersuchen, ob und wie Bl-Spn1 mit seinen postulierten Zielenzymen, 
den Branchiostoma-PCs, reagiert. Zur Untersuchung dieser Fragestellung müssten die 
verschiedenen PCs rekombinant exprimiert werden. Da das Genomprojekt von 
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Branchiostoma californiensis mittlerweile sehr weit fortgeschritten ist, ist es ebenso 
vorstellbar, dass diese Fragestellung durch die Analyse von Proteinextrakten von 
Branchiostoma untersucht werden kann. Die spezifische Anreicherung von Bl-Spn1-
Proteinen über Immunoaffinitätschromatographie mit Bl-Spn1-spezifischen Antikör-
pern, verbunden mit einer anschließenden massenspektrometrischen Analyse, ist hierfür 
ein zielführender Ansatz. Ein weiteres interessantes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass Bl-
Spn1 im Gegensatz zu Dm-Spn4A/E keine inhibitorische Aktivität gegenüber PC2 zeigt. 
Da selektive PC-Inhibitoren sowohl von wissenschaftlicher als auch von medizinischer 
Relevanz sind, wäre es interessant zu untersuchen, ob und wie Bl-Spn1 mit den anderen 
PCs (PACE4 PC5 und PC7) reagiert. In diesem Zusammenhang wäre auch die Analyse 
der bestehenden RSL-Mutanten von Bl-Spn1 von Interesse.  
In dieser Arbeit wurde erstmalig die Expression des humanen Serpins SERPINE3 auf 
Proteinebene nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass SERPINE3 sekretiert wird 
und die Analysen zur Gewebsexpression von SERPINE3 deuten darauf hin, dass das 
Serpin möglicherweise in der ECM lokalisiert ist. Die Vermutung, dass SERPINE3 ein 
Hemmstoff von PCs ist, konnte jedoch bislang nicht bestätigt werden. Die Studien zur 
Mutante „LuckyLoop“ und weitere Befunde implizieren, dass SERPINE3 in einer 
latenten Konformation vorliegt und/oder dass es für seine Aktivität die Bindung eines 
Kofaktors benötigt. Daher ist die Aufklärung der SERPINE3-Konformation (durch 
Thermostabilitätstests, denaturierende Harnstoffgradientengelelektrophorese und/oder 
andere Tests) wichtig. Sollte sich herausstellen, dass SERPINE3 tatsächlich in dieser 
stabileren Konformation vorliegt, so kann das Serpin durch Denaturierung und 
Renaturierung wieder in die RSL-exponierte Form umgewandelt werden und 
anschließend erneut auf seine inhibitorische Aktivität (z. B. in 
Komplexierungsversuchen mit Trypsin) getestet werden. Eine massenspektrometrische 
Analyse der aus den Kulturüberständen der MCF-7-Zelllinie angereicherten 
hochmolekularen Proteine könnte darüber hinaus ein interessanter Ansatz zur Klärung 
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In Abbildung 46 bzw. Abbildung 47 sind die Karten der Vektoren pKM-263, pCEP4, 
pcDNA3.1+ und pSecTag2B dargestellt. Die Vektoren wurden zur Herstellung von 
Expressionskonstrukten für die Serpine Bl-Spn1 und SERPINE3 verwendet 
(Abschnitt 4.3.11).  
Der bakterielle Expressionsvektor pKM-263 (Euroscarf, Frankfurt) kodiert für GST aus 
Schistosoma japonicum mit einem N-terminalen His6-Tag. Zwischen der multiple 
cloning site (MCS) und der His6-GST-Sequenz befindet sich die Spaltsequenz der TEV-
Protease. Die Expression von His6-GST-Fusionsproteinen steht unter der Kontrolle 
eines T7-Promotors (Melcher, 2000).  
pCEP4 (Invitrogen) ist ein sich episomal replizierender Säuger-Expressionsvektor mit 
einem starken Cytomegalovirus-Promotor (CMV). Der EBV Replikationsursprung 
(ori P) und das EBNA-1-Gen (kodiert für das nukleäre Antigen) erlauben die 
extrachromosomale Replikation des Plasmids. pCEP4 trägt eine Hygromycin-
Resistenzkassette zur Selektion transfizierter Säugerzellen. Zur Replikation in E. coli 








































Die Vektoren pcDNA3.1+ und pSecTag2B (Invitrogen) eignen sich zur transienten und 
stabilen Expression von Fremdgenen in Säugerzelllinien. Beide Vektoren besitzen den 
Replikationsursprung von SV40 (SV40 ori) und werden in Zelllinien, die das große 
T-Antigen des SV40 Virus exprimieren (z. B. COS-7), episomal repliziert. Die 
Expression von Fremdgenen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Zur 
Herstellung von stabilen Zelllinien besitzt pSecTag2B ein Zeocin-Resistenzgen 
(ZeocinR), pcDNA3.1+ ein Neomycin-Resistenzgen (NeomycinR). Beide Vektoren 
lassen sich in E. coli vervielfältigen, da sie über einen pUC ori verfügen. Der Vektor 
pSecTag2B ist ein Derivat von pcDNA3.1+. Er enthält stromaufwärts der MCS die 
IgG κ-Signalsequenz der Maus, die eine effiziente Sekretion des exprimierten 
Fremdgens bewirken soll. Stromabwärts von der MCS befindet sich eine c-myc-
Sequenz, auf die direkt eine His6-Sequenz folgt. Der Vektor ermöglicht daher die 







































ATG --IgG Signalpeptid          c-myc--His --TAAκ  6
 




In den folgenden Tabellen sind die in der Arbeit verwendeten Primer aufgelistet. Die 
Primer wurden von den Firmen MWG-Biotech und Invitrogen bezogen. Die 
Orientierung der Primer ist durch „+“ (forward) bzw. „-“ (reverse) angezeigt. 
Tabelle 33: Primer zur Analyse der Bl-Spn1 Genstruktur 
Nr. Name +/- Sequenz (5’ → 3’) Bindeposition (AJ548509) 
1 BLSp1_6+ + CATTGCAGACAAAGCACCGC 49-68 (Bl-Spn1 cDNA) 
2 BLS1c-nes2 - CCTCAAACTTGCGTTCCCAGCT 709-730 (Bl-Spn1 cDNA) 
3 BLSp1_8- - TGCGCCCTCTGTGTTTCC 568-585 (Bl-Spn1 cDNA) 
4 BLSp1_9- - ATGGCCAGACAGGTGGAGA 299-317 (Bl-Spn1 cDNA) 
5 BLSp1_2+ + TATCTCCACCTGTCTGGCCAT 297-317 (Bl-Spn1 cDNA) 
6 BL2_f5+ + CCCGTGGACTTCAGTGGA 553-570 (Bl-Spn1 cDNA) 
7 BLSp1_4- - CCTTGATACGGACTGGAGTTC 1462-1482 (Bl-Spn1 cDNA) 
8 BLS1c+nes2+ + AGCTGGGAACGCAAGTTTGAGG 709-730 (Bl-Spn1 cDNA); 
9 BLSpW_1+ + GTGACCTTCACGTCAGC 3329-3345 (Bl-Spn1 Gen)  
10 BLSp3#UTR_2- - GCAACAAAGGTGATTCTCATAATGC 1827-1851(Bl-Spn1 cDNA) 
11 BLSp3#UTR_3- - GGCAGAAGGGCTGACTGTTG 2061-2080 (Bl-Spn1 cDNA) 
Zur Amplifikation überlappender Teilfragmente des Bl-Spn1-Gens wurden folgende Primerpaare 
verwendet: 1/2, 1/3, 1/4, 5/3, 6/7, 8/7, 9/10, 9/11. Die Bindepositionen der Primer beziehen sich auf die in 
Klammern angegebene GenbankTm-Zugangsnummer. 
 
Tabelle 34: Primer zur Herstellung von Expressionskonstrukten 
Nr. Name +/- Sequenz (5’ → 3’) Zur Herstellung 
von 
12 BLSp1oKDEL- - CGGGAATTCTTATGTAGTTAATCCTTCTGGTC pCB3.1Spn1Mut 
13 E3_5’UTR + CCTGCATCTCTTCCCTCTGAA pTOPO_E3 
14 E3_3’UTR - GCATTGATGAAAGTGGAGAACATGC pTOPO_E3 
15 E3_F1+ + TCCATGCCGCCTTTCCTGA pTOPO_E3 
16 E3_F2- - TTAGTCTAGGGGATTTGAAACTCTCC pTOPO_E3 























Fortsetzung der Tabelle 34 
Nr. Name +/- Sequenz (5’ → 3’) Zur Herstellung 
von 
21 pSecE3+ + AAAGGTACCCACCTCCGTGAAGGAATGAC pTerminator3A 
22 Sec_E3_Frame- - CCTCCTCGAGCGTCTAGGGGAT pTerminator3A 
23 E3_Kozak+ + GGTGGAATTCGCGCCACCATGGCGCCTTTCCTG pKKS-E3 
24 E3_Kozak- - CAGGAAAGGCGCCATGGTGGCGCGAATTCCACC pKKS-E3 
25 E3_P1Mut+  + CTGTTGTTATTGAAAGCGTCTCGGATTCC pT3C-P1A 
26 E3_P1Mut- - GGAATCCGAGACGCTTTCAATAACAACAG pT3C-P1A 
27 E3_P2Mut+ + CTCTGTTGTTATTGGCAAGGTCTCGGATTC pT3C-P2A 
28 E3_P2Mut- - GAATCCGAGACCTTGCCAATAACAACAGAG pT3C-P2A 
Zur Herstellung der aufgeführten Expressionskonstrukte (Spalte 5) wurden die Primer, wie in Abschnitt 
4.3.11 angegeben, miteinander kombiniert. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen; die mit Hilfe von 
Mutageneseprimern eingeführten Nukleotidveränderungen sind rot hervorgehoben. 
 
Tabelle 35: Primer zur Analyse der SERPINE3 mRNA Expression 
Nr. Name +/- Sequenz (5’ → 3’) Bindeposition 
29 E3_782+ + TGCTGCCCCGTGACAAAGAC 
785-804 (AM402969) 
(Abschnitt 8.3.3) 
30 E3_1078- - CAGATGCCTTGGTGCCTTCC 
1062-1081 (AM402969) 
(Abschnitt 8.3.3) 
31 Rib+ + GGCACCATTGAAATCCTGAGTGAT 625-648 (NM_0010012) 
32 Rib- - TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 818-839 (NM_0010012) 
Die Bindepositionen der Primer beziehen sich auf die in Klammern angegebenen GenbankTm-
Zugangsnummern. 
 
Tabelle 36: Primer für Sequenzierreaktionen 
 Name +/- Sequenz (5’ → 3’) Kommentar 
A IRD800-M13for + GTAAAACGACGGCCAGT 
B IRD800-M13rev  - AACAGCTATGACCATG 
Flankieren die MCS von pGEM-T und 
pCR®4_Topo® 
C pKMSeq+ + ACCCAATGTGCCTGGATG 
D T7 Term - CTAGTTATTGCTCAGCGGT 
Flankieren die MCS von pKM-263 
E pcDNA+  TCTGGCTAACTAGAGAACC 
F pcDNA-  GCTGGCAACTAGAAGGCA 
Flankieren die MCS von pcDNA3.1+ und 
pSecTag2B 
G M13for  GTAAAACGACGGCCAG 
H M13rev  CAGGAAACAGCTATGAC 
Flankieren die MCS von pCR®4_Topo® 
Die Primer A und B sind mit der Farbstoffmarkierung IRD-800 (Infrared dye 800 nm) versehen und 
wurden für die Sequenzierung mit dem LiCor-System eingesetzt. Alle weiteren Primer sind nicht markiert 
und wurden für Sequenzierungen außer Haus verwendet. Die hier aufgelisteten Primer flankieren die 
MCS von Vektoren. Zur Sequenzierung von SERPINE3-cDNA-Sequenzen wurden zusätzlich Primer 
verwendet, die direkt an die cDNA des Serpins binden (Primer 15, 16, 29, 30). 
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8.3 Sequenzen und Alignments 
8.3.1 cDNA-Sequenz von Bl-Spn1  
Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz von Bl-Spn1 (GenbankTM-
Zugangsnummer: AJ548509) und die davon abgeleitete Aminosäuresequenz. 
 
 
     1  ATATAGCTAGCTTTTCCACACTGTGTTCTTATGACATGTTAAACTAAACATTGCAGACAA 
    61  AGCACCGCTTGTACAGCTAAAGAGGGAACCGATTCCCAGTTTGTGCCTCAGGGACAGTGA 
 
     1      M  P  G  H  S  Y  S  L  F  G  L  L  V  A  M  A  T  L  G  
   121  ACCATGCCAGGACACAGTTACAGCCTCTTTGGCCTCCTGGTTGCCATGGCAACTCTGGGA 
 
    20   S  S  A  S  Q  E  S  T  P  L  A  D  I  N  S  E  F  A  L  E  
   181  AGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGACATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAG 
 
    40   L  Y  K  T  L  H  K  D  H  P  E  N  I  F  F  S  P  F  S  I  
   241  CTGTACAAGACGCTACACAAGGATCATCCCGAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATC 
 
    60   S  T  C  L  A  M  A  Y  L  G  A  R  N  D  T  A  Q  Q  M  S  
   301  TCCACCTGTCTGGCCATGGCTTACCTGGGGGCAAGGAACGATACAGCACAACAGATGAGT 
 
    80   R  V  L  R  F  H  K  M  D  A  S  D  L  H  V  L  F  H  D  L  
   361  CGAGTGCTTCGCTTTCACAAGATGGATGCCTCCGACCTTCACGTGTTGTTCCACGACCTT 
 
   100   L  T  Q  L  H  H  S  D  R  P  Y  T  L  K  T  A  N  R  L  F  
   421  CTGACCCAGCTGCACCACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCAAACCGGCTCTTC 
 
   120   G  Q  N  S  F  E  F  S  Q  K  F  L  D  E  T  S  R  H  Y  R  
   481  GGTCAGAACTCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGG 
 
   140   A  Q  L  A  P  V  D  F  S  G  N  T  E  G  A  R  Q  T  I  N  
   541  GCGCAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATCAAC 
 
   160   S  W  V  E  E  Q  T  E  N  K  I  Q  D  L  L  A  P  G  T  V  
   601  AGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCAGGAACCGTG 
 
   180   T  P  A  T  M  L  V  L  V  N  A  I  Y  F  K  G  S  W  E  R  
   661  ACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTCAAAGGCAGCTGGGAACGC 
 
   200   K  F  E  E  S  R  T  R  L  G  T  F  H  I  S  R  D  E  K  V  
   721  AAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTCCACATCAGCCGCGACGAGAAGGTC 
 
   220   E  V  P  M  M  H  Q  Q  G  R  F  K  L  A  Y  D  E  D  L  N  




   240   C  Q  I  L  E  M  P  Y  Q  G  K  H  L  S  M  L  L  V  L  P  
   841  TGCCAAATCCTAGAGATGCCTTACCAAGGCAAACATCTTAGCATGCTGTTGGTGTTGCCG 
 
   260   E  K  M  D  A  L  S  T  I  E  T  S  L  T  P  D  I  L  R  R  
   901  GAAAAGATGGACGCTCTGAGCACCATCGAGACGTCCTTGACGCCAGACATACTCCGTCGC 
 
   280   W  Q  K  S  M  D  E  V  S  T  M  V  Q  I  P  K  F  K  L  V  
   961  TGGCAGAAGTCTATGGACGAGGTTTCCACCATGGTCCAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTC 
 
   300   H  D  F  V  L  N  E  K  L  A  D  M  G  M  T  D  L  F  S  M  
  1021  CACGATTTCGTCCTGAATGAAAAGCTGGCGGATATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG 
 
   320   A  D  A  D  L  S  G  I  T  G  S  R  D  L  H  V  S  Q  V  I  
  1081  GCGGACGCCGACCTGTCCGGGATCACGGGTTCGCGTGACCTTCACGTCAGTCAGGTCATC 
 
   340   H  K  A  F  V  E  V  N  E  E  G  S  E  A  A  A  A  T  A  V  
  1141  CATAAGGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGTAGCGAGGCCGCGGCGGCGACGGCGGTG 
 
   360   N  M  M  K  R  S  L  D  G  E  T  F  F  A  D  H  P  F  L  F  
  1201  AACATGATGAAACGATCACTGGATGGGGAGACGTTCTTTGCCGACCACCCCTTCCTGTTC 
 
   380   L  I  R  D  N  D  S  N  S  I  L  F  L  G  R  L  V  R  P  E  
  1261  CTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTTCTTGGTCGACTGGTGCGACCAGAA 
 
   400   G  L  T  T  K  D  E  L     
  1321  GGATTAACTACAAAGGATGAACTGTAAAGCAAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCA 
 
  1381  TTAGATTATCTTTATTAGTCTGAATTAGAGTTAAACTGCAATTTCCAACACAAGAATTTG 
  1441  ATCTTACACAAATTTTCAACTGAACTCCAGTCCGTATCAAGGAATGTAATTAATCCTTAT 
  1501  CATTACTTGATAAGGACTGAAGCTGATTGGTCAAAAATTTGCAGTAACTGTTTAACTTTG 
  1561  ATTAAGAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCTTTATTAGTTGAT 
  1621  AAAGGTTAGACATCTAGGTAATAAGATATGTCAAATAGCAGGTACAGTGTCGCTGACGAA 
  1681  AGGTAGTGGATGCTACTTGAAACATCTGACGTTTCCAAAATCATATCCAGTTTCTGCTAT 
  1741  TTGGCAAATATCTTTATTGTTTAAAAGTTTGAAGCTTCAGAGATACACGAGTATCAATCA 
  1801  TCATAATTATGATCATTATGATAAATGCATTATGAGAATCACCTTTGTTGCATTTCTTTA 
  1861  TGTGTGCAAACATAAGATAAATTGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAAAATTGATG 
  1921  AAAAAAATCATGGTGAGGAATATTGTATAACCACGTGTTAACTGTAGTATTATTAGACAA 
  1981  GTATCATAGTATATTACTATATATTATCATAGTATATGTGATATCATAGTATCATTTCAG 
  2041  TACTAGTACCCAAGTAAAGACAACAGTCAGCCCTTCTGCCATAACATTTATTTCTTTTGA 
  2101  AATCATATGTTACTCATTAGATTGAAACAGCCTTTGTATGATGTGACTTAAGTTCTGCTT 
  2161  TATGTCAATAGGTTTCTTAACCACAAATACAACATGTAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAA 
  2221  AAAAAAAAA  
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8.3.2 Alignment der cDNA und der genomischen DNA von Bl-Spn1 
Zur Bestimmung der Organisation des Bl-Spn1-Gens wurde die genomische Sequenz 
von Bl-Spn1 mit der cDNA-Sequenz des Serpins aligniert (Abschnitt 5.1.5). Die 
Introngrenzen sind im Alignment invertiert dargestellt. Die angegebene 
Aminosäuresequenz wurde aus der Bl-Spn1-cDNA abgeleitet. 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : CATTGCAGACAAAGCACCGCTTGTACAGCTAAAGAGGGAACCGATTCCCAG--- :   51 
Bl-Spn1-Gen  : CATTGCAGACAAAGCACCGCTTGTAGAGCTAAAGAGGGAACTGATTTCCAGGTA :   54 
               ************************* *************** **** ***            
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TGTATTACATAATAGAAGCTGGGGAGGGGGGCTATCAGCATAATGAAGTTTCTC :  108 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TCTTTGCTTTCACATCAATTTACATGTATATACTGTGACAGACACAAATGGGGG :  162 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : AGGATTATGGCTTGTGTGCATTGGAAAGGTTGCCTATAAGCGGTATAATGTACT :  216 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GTACACATGTTGTGGCTTATGTGAGGCCCCTGAGACATGAACAAATACTTTAAA :  270 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ATCCTAAGGATATATGGTGTCAAGCCAAGTGAACTGTTAACAAGTTAGGGGCCT :  324 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TCACATTTGACCTTGTGCATGCACAACTCAAACCACAAACCATGTTTGTGATTA :  378 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GATTAGCCACCCAGGAAATGAATATTTATCTATACAACTGTATTACAATATGAG :  432 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ATATATGAGACGTTTCAGATGTCCATCCGACATCTTTCATCAGCAAACAGAAGG :  486 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : AAGGAAGGACATCTAAAATGCCTGGTATTTCTCAAATGCCTTGTAATCCATGAA :  540 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : CTCAACAGGGTACTAGTAAATACTGTAAAATTATGCATTTAAGTTTGCATGGTT :  594 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TTTGTTTCACACTAAGGGGAAAATGGACTGTTCCCTGTGGTTTTAAGTTCGCGG :  648 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------        





Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------        
Bl-Spn1-Gen  : TTCTGTTCGCAGTGAAACGGTCGCCGCGAACATAAAACCACCGTGAACATTTCT :  756 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------        
Bl-Spn1-Gen  : GCATTTACAGTATATTATTCAAACGACAACTTTCAATTCAAGCAATGTCTGGAA :  810 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ---------------------------------------------TTTGTGCCT :   60 
Bl-Spn1-Gen  : CATTGATTTTTCGCCTGTTTAAATTTTCACATGTCTCCTTAACAGTTTGTACCT :  864 
                                                            ***** ***        
 
                               M  P  G  H  S  Y  S  L  F  G  L  L  V         
Bl-Spn1-cDNA : CAGGGACAGTGAACCATGCCAGGACACAGTTACAGCCTCTTTGGCCTCCTGGTT :  114 
Bl-Spn1-Gen  : TAGGAACAGTGAACAATGCCAGGACACAGCTACTGCCTCTTTGGCCTCCTGGTT :  918 
                *** ********* ************** *** ********************        
 
                A  M  A  T  L  G  S  S  A  S  Q  E  S  T  P  L  A  D         
Bl-Spn1-cDNA : GCCATGGCAACTCTGGGAAGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGAC :  168 
Bl-Spn1-Gen  : GCCATGGCAACTCTGGGAAGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGAC :  972 
               ******************************************************        
 
                I  N  S  E  F  A  L  E  L  Y  K  T  L  H  K  D  H  P         
Bl-Spn1-cDNA : ATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAGCTGTACAAGACGCTACACAAGGATCATCCC :  222 
Bl-Spn1-Gen  : ATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAGCTGTACAAGGCGCTCCACAAGGATCATCCC : 1026 
               ********************************* **** ***************        
 
                E  N  I  F  F  S  P  F  S  I  S  T  C  L  A  M  A  Y         
Bl-Spn1-cDNA : GAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATCTCCACCTGTCTGGCCATGGCTTAC :  276 
Bl-Spn1-Gen  : GAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATCTCCACCTGTCTGGCCATGACTTAC : 1080 
               ************************************************ *****        
 
                L  G  A  R  N  D  T  A  Q  Q                                 
Bl-Spn1-cDNA : CTGGGGGCAAGGAACGATACAGCACAACAG------------------------ :  306 
Bl-Spn1-Gen  : CTGGGGGCAAGGAATGATACAGCACAACAGGTGAGTTACTCTAGTAAAAGACTC : 1134 
               ************** ***************                                
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TTCTTTATCTTCTGGGTTTTTAGGATCATCATTTCAGGGTACTTGATTAAAAAA : 1188 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TAGGATCATCATTTCAGGGTACTTGATTAAAAAATAGGATCATCATTTCAGGGT : 1242 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ACTTGATTTAAAAATAGGATCATCATTTCAGGGTACTTGATTAAAAAATAGGAT : 1296 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : CATCATTTCAGGGTACTTGATTAAGAAATAGGATCATCATTTCAGGGTACTTGA : 1350 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------        
Bl-Spn1-Gen  : TTAAAAAATAGGATCATCATTTCAGGGTACTTGATTAAAAAATAACTGAATACC : 1404 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TGGTCACAAGTGGTTGTTAATGATGGGGGGGTATTGCAATTGGATGCTGTTTTT : 1458 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : AGAATCTGCTGGAAAAAATTACTGGGGTACATCTGGATCTGTACAGCATCTGTA : 1512 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ATGGTGTAATGACTTAGCAATAGTAGTATACTGTACATGATGCCATTCCTGTTA : 1566 
ANHANG 
 135
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : CCTCCACGAAAAATGGAGGTATAGTTTTGGGCCTGTCTGTGTGTGTGTTTGTGG : 1620  
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GTTTGCGTGTTTGCTTCTTTGTGTTTCTGGATTGTGATACTACTATCATAGCTA : 1674 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GTATTTGGTATGTTGGTAGGTCTTGGAAGGACAAAGGTCAAGGTCAAGTTTGGG : 1728 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ACCCTTTATTGTGTGRCCTTGTTCTACAAGCTTTGTCCAACTAGACTATAAGAA : 1782 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GAAGGTCAGCTTCCATTGCGAAACATTCCACCTGTTATGAGGGGGGGGGTCTGA : 1836 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TATGATATTGATACCAACTTGCTGGGGATGTAGGGGTGATGTCTGAAGACCTAG : 1890 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ACCATCTTATGGCGGACCATGACCCCTGGAGGGAGAGAGCAACCTTAGCCCGGG : 1944 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : CAAGCCGCCCGATTTGATGATGATGATGATATGATATATTGGCTTTTCGATACT : 1998 
 
 
                                           M  S  R  V  L  R  F  H  K   
Bl-Spn1-cDNA : ---------------------------ATGAGTCGAGTGCTTCGCTTTCACAAG :  333 
Bl-Spn1-Gen  : GTAACTTCAGTGTTGTACTTTTCACAGATGAGTCGAGTGCTTCGCTTCCACAAG : 2052 
                                          ******************** ******        
 
                M  D  A  S  D  L  H  V  L  F  H  D  L  L  T  Q  L  H         
Bl-Spn1-cDNA : ATGGATGCCTCCGACCTTCACGTGTTGTTCCACGACCTTCTGACCCAGCTGCAC :  387 
Bl-Spn1-Gen  : ATGGATGCCTCCGACCTTCACGCGTTGTTCCACGACCTTCTGACCCAGCTGCAC : 2106 
               ********************** *******************************        
 
                H  S  D  R  P  Y  T  L  K  T  A  N  R  L  F  G  Q  N         
Bl-Spn1-cDNA : CACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCAAACCGGCTCTTCGGTCAGAAC :  441 
Bl-Spn1-Gen  : CACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCCAATCGGCTCTTCGGTCAGAAC : 2160 
               ******************************** ** ******************        
 
                S  F  E  F  S  Q  K  F  L  D  E  T  S  R  H  Y  R  A 
Bl-Spn1-cDNA : TCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGGGCG :  495 
Bl-Spn1-Gen  : TCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGGGCG : 2214 
               ******************************************************        
 
                Q  L  A  P  V  D  F  S  G  N  T  E  G  A  R  Q  T  I         
Bl-Spn1-cDNA : CAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATC :  549 
Bl-Spn1-Gen  : CAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATC : 2268 
               ******************************************************        
 
                N  S  W  V  E  E  Q  T  E  N  K  I  Q  D  L  L  A  P         
Bl-Spn1-cDNA : AACAGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCA :  603 
Bl-Spn1-Gen  : AACAGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCA : 2322 
               ******************************************************        
 
 
Bl-Spn1-cDNA : G----------------------------------------------------- :  604 
Bl-Spn1-Gen  : GGTATAAGGAGACAGTTCATTCATTCATTTGTTCTTTATTTCTTTGTTCATTTG : 2376 




Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TTTTATGGTTCATTCGTTCATTCATTCATTCATAGTTAGACCATGTTGATTTGA : 2430 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TTATATGAATGACATACCCTCTCGCGCATTAATTTTTGTCCGTTTAAAAAAAAA : 2484 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : AATTGTTTTCAACCATACTGTAAATCGTACATAGTAAATTTCATCAGAAATATC : 2538 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GGAAAAACGGATACTAATTTTGTAGAATGCCAATAAGTCAATTCCAAAGTCAAA : 2592 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : GAAGAAGATGTGAAAGAACAAAAATGAAGAAATGTGTTTTGTTATTCGTTTAAC : 2646 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : CTTCATGACCACTTTGATTTTTCATAATGAAGGCAACTTTTTTGTTGCCTCTTT : 2700 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : TTCATTCGCACGCTCGCATCAGTTTTTAGATGCCCAGAAGATGTCATCCATACA : 2754 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ATCAAATCAACATTGCCTTTAGATAGCATGGCATTTTTTCCAATGGAGTTTACA : 2808 
 
 
Bl-Spn1-cDNA : ------------------------------------------------------      
Bl-Spn1-Gen  : ATCTTTGTCAATTTTGAAACTTTTCTTAGATTGACGTCTTACATTTCATTTCTT : 2862 
 
 
                   G  T  V  T  P  A  T  M  L  V  L  V  N  A  I  Y  F         
Bl-Spn1-cDNA : ----GAACCGTGACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTC :  654 
Bl-Spn1-Gen  : AAAGGAACCGTGACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTC : 2916 
                   **************************************************        
 
                K  G  S  W  E  R  K  F  E  E  S  R  T  R  L  G  T  F         
Bl-Spn1-cDNA : AAAGGCAGCTGGGAACGCAAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTC :  708 
Bl-Spn1-Gen  : AAAGGCAGCTGGGAACGCAAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTC : 2970 
               ******************************************************        
 
                H  I  S  R  D  E  K  V  E  V  P  M  M  H  Q  Q  G  R         
Bl-Spn1-cDNA : CACATCAGCCGCGACGAGAAGGTCGAGGTACCCATGATGCATCAGCAAGGCCGG :  762 
Bl-Spn1-Gen  : CACGTCAGCCGCGACGAGAAGGTTGAGGTACCCATGATGCATCAGCAAGGCCGG : 3024 
               *** ******************* ******************************        
 
                F  K  L  A  Y  D  E  D  L  N  C  Q  I  L  E  M  P  Y         
Bl-Spn1-cDNA : TTCAAACTCGCCTACGACGAGGACCTCAACTGCCAAATCCTAGAGATGCCTTAC :  816 
Bl-Spn1-Gen  : TTCAAACTCGCCTACGACGAGGACCTCAACTGCCAAATCCTAGAGATGCCTTAC : 3078 
               ******************************************************        
 
                Q  G  K  H  L  S  M  L  L  V  L  P  E  K  M  D  A  L         
Bl-Spn1-cDNA : CAAGGCAAACATCTTAGCATGCTGTTGGTGTTGCCGGAAAAGATGGACGCTCTG :  870 
Bl-Spn1-Gen  : CAAGGGAAACATCTGAGCATGCTGTTTGTGTTACCGGAAAAGATGGACGCTCTG : 3132 
               ***** ******** *********** ***** *********************        
 
                S  T  I  E  T  S  L  T  P  D  I  L  R  R  W  Q  K  S         
Bl-Spn1-cDNA : AGCACCATCGAGACGTCCTTGACGCCAGACATACTCCGTCGCTGGCAGAAGTCT :  924 
Bl-Spn1-Gen  : AGCACCATCGAGACGTCCTTAACGCCAGACTTACTCCGTCGCTGGCAGAAGTCT : 3186 





                M  D  E  V  S  T  M  V  Q  I  P  K  F  K  L  V  H  D         
Bl-Spn1-cDNA : ATGGACGAGGTTTCCACCATGGTCCAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTCCACGAT :  978 
Bl-Spn1-Gen  : ATGGACGAGGTTTCCACCATGGTACAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTCCACGAT : 3240 
               *********************** ******************************        
 
                F  V  L  N  E  K  L  A  D  M  G  M  T  D  L  F  S  M         
Bl-Spn1-cDNA : TTCGTCCTGAATGAAAAGCTGGCGGATATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG : 1032 
Bl-Spn1-Gen  : TTCGTCCTGAATGAAAAGCTAGCGGACATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG : 3294 
               ******************** ***** ***************************        
 
                A  D  A  D  L  S  G  I  T  G  S  R  D  L  H  V  S  Q         
Bl-Spn1-cDNA : GCGGACGCCGACCTGTCCGGGATCACGGGTTCGCGTGACCTTCACGTCAGTCAG : 1086 
Bl-Spn1-Gen  : GCGGACGCCGACCTGTCTGGGATCACGGGTTTGCGTGACCTTCACGTCAGCCAG : 3348 
               ***************** ************* ****************** ***        
 
                V  I  H  K  A  F  V  E  V  N  E  E  G  S  E  A  A  A         
Bl-Spn1-cDNA : GTCATCCATAAGGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGTAGCGAGGCCGCGGCG : 1140 
Bl-Spn1-Gen  : GTCATCCACAAAGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGCAGCGAGGCTGCGGCA : 3402 
               ******** ** ************************** ******** *****         
 
                A  T  A  V  N  M  M  K  R  S  L  D  G  E  T  F  F  A         
Bl-Spn1-cDNA : GCGACGGCGGTGAACATGATGAAACGATCACTGGATGGGGAGACGTTCTTTGCC : 1194 
Bl-Spn1-Gen  : GCGACGGCGGTGAACATGATGAAGCGGTCCCTGGACGGGGAGACGTTCTTTGCC : 3456 
               *********************** ** ** ************************        
 
                D  H  P  F  L  F  L  I  R  D  N  D  S  N  S  I  L  F         
Bl-Spn1-cDNA : GACCACCCCTTCCTGTTCCTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTT : 1248 
Bl-Spn1-Gen  : GACCACCCCTTCCTATTCCTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTT : 3510 
               ************** ***************************************        
 
                L  G  R  L  V  R  P  E  G  L  T  T  K  D  E  L               
Bl-Spn1-cDNA : CTTGGTCGACTGGTGCGACCAGAAGGATTAACTACAAAGGATGAACTGTAAAGC : 1302 
Bl-Spn1-Gen  : CTAGGTCGACTGGTGCGACCAGAAGGACTAACTACAAAGGATGAACTGTAGATC : 3564 
               ** ************************ ********************** **         
 
Bl-Spn1-cDNA : AAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCATTAGATTATCTTTATTAGTCTGAA : 1356 
Bl-Spn1-Gen  : TAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCATGAGAATATCTTTATTAGTCAGAA : 3618 
                ****************************** *** ************** ***        
 
Bl-Spn1-cDNA : TTAGAGTTAAACTGCAATTTCCAACACAAGAATTTGATCTTACACAAATTTTCA : 1410 
Bl-Spn1-Gen  : TTAGAGTTAAACCGCAATTTCTAAAACRAGAAATTGATCTTATCCAAATTTTCA : 3672 
               ********************* ** ******* *********  **********        
 
Bl-Spn1-cDNA : ACTGAACTCCAGTCCGTATCAAGGAATGTAATTAATCCTTATCATTACTTGATA : 1464 
Bl-Spn1-Gen  : ACTGAACTCCAGTCCATATCAAGGAATGTAATTAATCCTTATCATTCCTTGATA : 3726 
               *************** ****************************** *******        
 
Bl-Spn1-cDNA : AGGACTGAAGCTGATTGGTCA-AAAATTTGCAGTAACTGTTTAACTTTGATTAA : 1517 
Bl-Spn1-Gen  : AGGACTGGAACTGATTGGTAAAAAAATTTGCAGTAACAATTTAACTTTGATTTA : 3780 
               ******* *********** * ***************  ************* *        
 
Bl-Spn1-cDNA : GAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCTTTATT--AGTT : 1569 
Bl-Spn1-Gen  : GAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCATTATTTAAGTT : 3834 
               ****************************************** *****  ****        
 
Bl-Spn1-cDNA : GATAAAGGTTAGACATCTA---------GGTAATAAGATATGTCAAATAGCAGG : 1614 
Bl-Spn1-Gen  : GATGAAAGTTAGACATCTAACGTTACTAGGTAATAAGATATGCCAAATAGCAGG : 3888 
               *** ***************         ************** ***********        
 
Bl-Spn1-cDNA : TACAGTGTCGCTGACGAAAGGTAGTGGATGCTACTTGAAACATCTGACGTTTCC : 1668 
Bl-Spn1-Gen  : TACAGTGTCACTAACGAAAGGTAGTGGATGCTACTTGAAACGTCTGACGTTTCC : 3942 
               ********* ** **************************** ************        
 
Bl-Spn1-cDNA : AAAATCATATCCAGTTTCTGCTATTTGGCAAATATCTTTATTGTT--------- : 1713 
Bl-Spn1-Gen  : AAAATCATATCCAGTTTCTGCTATTTGGCAAATATCTTTATTGTTTTATATAAT : 3996 




Bl-Spn1-cDNA : -----TAAAAGTTTGAAGCTTCAGAG--ATACACGAGTATCAATCATCATAATT : 1760 
Bl-Spn1-Gen  : AAAAGTCAGACTTTGAAGCTTCTATTGAATACGCGAGTATCAATCATCATAATT : 4050 
                    * * * ***********      **** *********************        
 
Bl-Spn1-cDNA : ATGATCATTATGATAAATGCATTATGAGAATCACCTTTGTTGCATTTCTTTATG : 1814 
Bl-Spn1-Gen  : ATGATCATTATGATAAATGCATKATGAGAATCACCTTTGTTGCATTT---TTTA : 4101 
               ********************** ************************   * *         
 
Bl-Spn1-cDNA : TGTGCAAACATAAGATAAAT----TGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAA : 1864 
Bl-Spn1-Gen  : TGTGCAAACATATCAAAGATAAATTGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAA : 4155 
               ************  * * **    ******************************        
 
Bl-Spn1-cDNA : AATTGATGAAAAAAATCATGGTGAGGAATATTGTATAACCACGTGTTAACTGTA : 1918 
Bl-Spn1-Gen  : AATTGATGAA-------AAAGTGAGGAATACTGTATAACCACGTGTTAACTGTA : 4202 
               **********          ********** ***********************        
 
Bl-Spn1-cDNA : -GTATTATTAGACAAGTATCATAGTATATTACTATATATTATCATAGTATATGT : 1971 
Bl-Spn1-Gen  : AGTATTATT-----AGTATCATAGTATG--------TATAATCATAGTATATGT : 4243 
                ********     *************         *** **************        
 
Bl-Spn1-cDNA : GATATCATAGTATCATTTCAGTACTAGTACCCAAGTAAAGACAACAGTCAGCCC : 2025 
Bl-Spn1-Gen  : GATATCATAGTATCATTTCAGC------ACCCAAATAAAGACAACAGTCAGTCC : 4291 
               *********************       ****** **************** **        
 
Bl-Spn1-cDNA : TTCTGCC : 2032 
Bl-Spn1-Gen  : TTCTGCC : 4298 
               ******* 
 
 
8.3.3 cDNA-Sequenz von SERPINE3 
Dargestellt ist die in Abschnitt 5.2.2 besprochene cDNA-Sequenz von SERPINE3.  
Die Sequenz wurde bei EMBL unter der Zugangsnummer AM402969 abgelegt.  
 
 
     1      M  P  P  F  L  I  T  L  F  L  F  H  S  C  C  L  R  A  N  
     1  TCCATGCCGCCTTTCCTGATCACCCTCTTCCTCTTTCACTCTTGCTGCCTCCGAGCAAAT 
 
    20   G  H  L  R  E  G  M  T  L  L  K  T  E  F  A  L  H  L  Y  Q  
    61  GGCCACCTCCGTGAAGGAATGACATTGCTGAAGACTGAGTTTGCACTTCACCTCTACCAG 
 
    40   S  V  A  A  C  R  N  E  T  N  F  V  I  S  P  A  G  V  S  L  
   121  AGTGTGGCCGCGTGTAGAAATGAGACGAACTTTGTCATCTCTCCTGCTGGTGTGTCCCTC 
 
    60   P  L  E  I  L  Q  F  G  A  E  G  S  T  G  Q  Q  L  A  D  A  
   181  CCCCTGGAGATCCTGCAGTTTGGAGCAGAAGGGAGCACTGGTCAGCAGCTGGCAGATGCC 
 
    80   L  G  Y  T  V  H  D  K  R  V  K  D  F  L  H  A  V  Y  A  T  
   241  CTGGGGTACACTGTCCATGACAAAAGGGTGAAAGATTTCTTGCATGCTGTTTATGCCACA 
 
   100   L  P  T  S  S  Q  G  T  E  M  E  L  A  C  S  L  F  V  Q  V  
   301  CTACCCACCTCCAGCCAAGGCACCGAGATGGAGCTGGCCTGCAGCCTTTTTGTGCAAGTG 
 
   120   G  T  P  L  S  P  C  F  V  E  H  V  S  W  W  A  N  S  S  L  




   140   E  P  A  D  L  S  E  P  N  S  T  A  I  Q  T  S  E  G  A  S  
   421  GAACCAGCCGACCTCAGTGAGCCCAATAGCACCGCCATCCAGACTAGCGAAGGGGCCTCC 
 
   160   R  E  T  A  G  G  G  P  S  E  G  P  G  G  W  P  W  E  Q  V  
   481  AGAGAGACTGCAGGTGGGGGCCCCAGTGAGGGCCCTGGTGGCTGGCCGTGGGAGCAAGTC 
 
   180   S  A  A  F  A  Q  L  V  L  V  S  T  M  S  F  Q  G  T  W  R  
   541  AGTGCAGCATTTGCTCAGCTTGTGCTTGTGAGCACCATGTCCTTCCAAGGCACTTGGCGA 
 
   200   K  R  F  S  S  T  D  T  Q  I  L  P  F  T  C  A  Y  G  L  V  
   601  AAGAGATTCTCCTCCACAGACACACAGATCCTGCCTTTCACCTGTGCCTATGGCCTCGTC 
 
   220   L  Q  V  P  M  M  H  Q  T  T  E  V  N  Y  G  Q  F  Q  D  T  
   661  CTTCAGGTCCCCATGATGCACCAAACGACCGAGGTCAACTACGGTCAGTTCCAGGACACT 
 
   240   A  G  H  Q  V  G  V  L  E  L  P  Y  L  G  S  A  V  S  L  F  
   721  GCAGGCCATCAGGTGGGGGTGCTGGAGCTTCCTTACCTGGGAAGTGCAGTGAGTCTGTTC 
 
   260   L  V  L  P  R  D  K  D  T  P  L  S  H  I  E  P  H  L  T  A  
   781  CTGGTGCTGCCCCGTGACAAAGACACCCCCCTGAGCCACATCGAGCCACACCTCACAGCC 
 
   280   S  T  I  H  L  W  T  T  S  L  R  R  A  R  M  D  V  F  L  P  
   841  AGCACCATCCACCTCTGGACCACCAGCCTGAGGAGAGCCAGGATGGATGTGTTCCTGCCC 
 
   300   R  F  R  I  Q  N  Q  F  N  L  K  S  I  L  N  S  W  G  V  T  
   901  AGGTTTAGGATCCAAAATCAATTCAACTTAAAAAGCATTTTAAATTCTTGGGGAGTCACC 
 
   320   D  L  F  D  P  L  K  A  N  L  K  G  I  S  G  Q  D  G  F  Y  
   961  GATCTTTTTGATCCACTCAAAGCTAACTTGAAAGGAATTTCAGGCCAAGATGGCTTTTAT 
 
   340   V  S  E  A  I  H  K  A  K  I  E  V  L  E  E  G  T  K  A  S  
  1021  GTTTCTGAAGCAATCCACAAGGCCAAGATTGAAGTTTTGGAGGAAGGCACCAAGGCATCT 
 
   360   G  A  T  A  L  L  L  L  K  R  S  R  I  P  I  F  K  A  D  R  
  1081  GGAGCCACAGCTCTGTTGTTATTGAAAAGGTCTCGGATTCCTATTTTTAAAGCAGATCGG 
 
   380   P  F  I  Y  F  L  R  E  P  N  T  G  F  V  F  S  I  G  R  V  
  1141  CCATTCATCTATTTCCTGAGAGAACCTAACACAGGGTTTGTCTTCAGTATTGGGAGAGTT 
 
   400   S  N  P  L  D    





8.3.4 Alignment zur Bestimmung von Intronpositionen 
Zur Bestimmung der Intronpositionen von Bl-Spn1 und SERPINE3 im 
α1-Antitrypsin-Referenzsystem wurden die Aminosäuresequenzen dieser Serpine mit 
der von reifem α1-Antitrypsin (SERPINA1) aligniert (Abschnitte 5.1.5 und 5.2.4). In 
das Alignment wurden weiterhin die Sequenzen aller bekannten Gruppe 3-Serpine 
aufgenommen. Aminosäuren, die durch ein Intron unterbrochen sind bzw. auf die ein 
Intron folgt, sind invertiert dargestellt. Die Intronpositionen und Phasen von SERPINE3 
und von Bl-Spn1 sind oberhalb bzw. unterhalb der entsprechenden Intron-Markierung in 




SERPINA1 : -----EDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLS :  65 
SERPINE1 : MQMSPALTCLVLGLALVFGEGSAVHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQ :  70 
SERPINE2 : --MNWHLPLFLL--ASVTLPSICSHFNPLSLEELGSNTGIQVFNQIVKSRPHDNIVISPHGIASVLGMLQ :  66 
SERPINE3 : -----MPPFLITLFLFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNETNFVISPAGVSLPLEILQ :  65 
SERPINI1 : -----MAFLGLFSLLVLQSMATGATFP----EEAIADLSVNMYNRLRATGEDENILFSPLSIALAMGMME :  61 
SERPINI2 : -----MDTIFLWSLLLLFFGSQASRCS----AQKNTEFAVDLYQEVSLSHKD-NIIFSPLGITLVLEMVQ :  60 
Bl-Spn1  : --MPGHSYSLFGLLVAMATLGSSASQESTPLADINSEFALELY-KTLHKDHPENIFFSPFSISTCLAMAY :  67 
 
 
                                 89a 
                                  ↓                                                    
SERPINA1 : LGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVK : 135 
SERPINE1 : LTTGGETQQQIQAAMG---FKIDDKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFF : 137 
SERPINE2 : LGADGRTKKQLAMVMR---YGVN--GVGKILKKINKAIVSKKNKDIVTVANAVFVKNASEIEVPFVTRNK : 131 
SERPINE3 : FGAEGSTGQQLADALG---YTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCFVEHVS : 132 
SERPINI1 : LGAQGSTQKEIRHSMGY--DSLKNGEEFSFLKEFSNMVTAKESQYVMKIANSLFVQNGFHVNEEFLQMMK : 129 
SERPINI2 : LGAKGKAQQQIRQTLKQ--QETSAGEEFFVLKSFFSAISEKKQEFTFNLANALYLQEGFTVKEQYLHGNK : 128 
Bl-Spn1  : LGARNDTAQQMSRVLRF--HKMDASDLHVLFHDLLTQLHHSDRPYTLKTANRLFGQNSFEFSQKFLDETS : 135 
                    ↑ 
                   75c         
                                          167a 
                                           ↓                                            
SERPINA1 : KLYHSEAFTVNFG-DTEEAKKQINDYVEKGTQG----KIVDLVK--ELD-RDTVFALVNYIFFKGKWERP : 197 
SERPINE1 : RLFRSTVKQVDFS-EVERARFIINDWVKTHTKG----MISNLLGKGAVD-QLTRLVLVNALYFNGQWKTP : 201 
SERPINE2 : DVFQCEVRNVNFE-DPASACDSINAWVKNETRD----MIDNLLSPDLIDGVLTRLVLVNAVYFKGLWKSR : 196 
SERPINE3 : WWANSSLEPADLS-EPNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMSFQGTWRKR : 201 
SERPINI1 : KYFNAAVNHVDFS-QNVAVANYINKWVENNTNN----LVKDLVSPRDFD-AATYLALINAVYFKGNWKSQ : 193 
SERPINI2 : EFFQSAIKLVDFQ-DAKACAEMISTWVERKTDG----KIKDMFSGEEFG-PLTRLVLVNAIYFKGDWKQK : 192 
Bl-Spn1  : RHYRAQLAPVDFSGNTEGARQTINSWVEEQTEN----KIQDLLAPGTVT-PATMLVLVNAIYFKGSWERK : 200 
                                                        ↑   
                                                  174/175/176a?                        
ANHANG 
 141
                                          230a 
                                           ↓ 
SERPINA1 : FEVKDTEEEDFHVDQVTTVKVPMMKRLGMFNIQHCKKLSSW------VLLMKYLGNATAIFFLPDE---G : 258 
SERPINE1 : FPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQTNKFNYTEFTTPDGH---YYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEV : 268 
SERPINE2 : FQPENTKKRTFVAADGKSYQVPMLAQLSVFRCGSTSAPNDL---WYNFIELPYHGESISMLIALPTESST : 263 
SERPINE3 : FSSTDTQILPFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGH---QVGVLELPYLGSAVSLFLVLPRDKDT : 268 
SERPINI1 : FRPENTRTFSFTKDDESEVQIPMMYQQGEFYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLVLSRQ-EV : 262 
SERPINI2 : FRKEDTQLINFTKKNGSTVKIPMMKALLRTKYGYFSESSLN----YQVLELSYKGDEFSLIIILPAE-GM : 257 
Bl-Spn1  : FEESRTRLGTFHISRDEKVEVPMMHQQGRFKLAYDEDLNCQ------ILEMPYQGKHLSMLLVLPEK-MD : 263 
 
 
                                         290b                              323a         
                                          ↓                                 ↓ 
SERPINA1 : KLQHLENELTHDIITKFLENEDRRSASLHLPKLSITGTYDLKSVLGQLGITKVFSNG-ADLSGVTE-EAP : 326 
SERPINE1 : PLSALTNILSAQLISHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD-QEP : 337 
SERPINE2 : PLSAIIPHISTKTIDSWMSIMVPKRVQVILPKFTAVAQTDLKEPLKVLGITDMFDSSKANFAKITTGSEN : 333 
SERPINE3 : PLSHIEPHLTASTIHLWTTSLRRARMDVFLPRFRIQNQFNLKSILNSWGVTDLFDPLKANLKGISG-QDG : 337 
SERPINI1 : PLATLEPLVKAQLVEEWANSVKKQKVEVYLPRFTVEQEIDLKDVLKALGITEIFIK-DANLTGLSD-NKE : 330 
SERPINI2 : DIEEVEKLITAQQILKWLSEMQEEEVEISLPRFKVEQKVDFKDVLYSLNITEIFSG-GCDLSGITD-SSE : 325 
Bl-Spn1  : ALSTIETSLTPDILRRWQKSMDEVSTMVQIPKFKLVHDFVLNEKLADMGMTDLFSMADADLSGITG-SRD : 332 
 
 
                                   352a                          380a                   
                                    ↓                             ↓ 
SERPINA1 : LKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMS-IPPEVKFN-KPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK : 394 
SERPINE1 : LHVAQALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARM--APEEIIMDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP--- : 402 
SERPINE2 : LHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARS--SPPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAVLFMGQINKP--- : 398 
SERPINE3 : FYVSEAIHKAKIEVLEEGTKASGATALLLLKRS--RIPIFKADRPFIYFLREPNTGFVFSIGRVSNPLD- : 404 
SERPINI1 : IFLSKAIHKSFLEVNEEGSEAAAVSGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRTGTILFMGRVMHPETM : 400 
SERPINI2 : VYVSQVTQKVFFEINEDGSEAATSTGIHIPVIMSLAQSQFIANHPFLFIMKHNPTESILFMGRVTNPDTQ : 395 





SERPINA1 : ---------- :    
SERPINE1 : ---------- :    
SERPINE2 : ---------- :    
SERPINE3 : ---------- :    
SERPINI1 : NTSGHDFEEL : 410 
SERPINI2 : EIKGRDLDSL : 405 





8.3.5 Aminosäure-Alignment humaner Serpine 
Für das CLUSTALW-Alignment wurden die reifen Sequenzen von 33 humanen 
Serpinen verwendet. Positionen, die in >70 % der Serpine identisch sind, sind invertiert 
(weiß auf schwarz) dargestellt. Sekundärstrukturelemente (abgeleitet aus 
α1-Antitrypsin) sind oberhalb des Alignments angegeben (Whisstock et al., 2000). 







SERPINE3      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINE1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINE2      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINI1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINI2      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA3      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA4      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA5      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA6      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA7      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA8    1 : -----------------------------------------------DRVYIHPFHLVIHNESTC :  18 
SERPINA9      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINA10     : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB2      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB3      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB4      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB5      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB6      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB7      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB8      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB9      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB10     : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB11     : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB12     : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINB13     : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINC1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPIND1    1 : -------------GSKGPLDQLEKGGETAQSADPQWEQLNNKNLSMPLLPADFHKENTVTNDWIP :  52 
SERPINF1      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPINF2      : ----------------------------------------------------------------- :    
SERPING1    1 : NPNATSSSSQDPESLQDRGEGKVATTVISKMLFVEPILEVSSLPTTNSTTNSATKITANTTDEPT :  65 









SERPINE3    1 : -------------------------------------------------HLREGMTLLKTEFALH :  16 
SERPINE1    1 : -----------------------------------------------VHHPPSYVAHLASDFGVR :  18 
SERPINE2    1 : -----------------------------------------------SHFNPLSLEELGSNTGIQ :  18 
SERPINI1    1 : ---------------------------------------------------ATFPEEAIADLSVN :  14 
SERPINI2    1 : --------------------------------------------------------QKNTEFAVD :   9 
SERPINA1    1 : ---------------------------EDPQG--DAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFS :  36 
SERPINA3    1 : ----------------------------HPNSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASAN-VDFAFS :  36 
SERPINA4    1 : -----------------------QLHVEHDGESCSNSSHQQILETGEGSPSLKIAPAN-ADFAFR :  41 
SERPINA5    1 : -------------------------HRHHPREMKKRVEDLHVGAT--------VAPSSRRDFTFD :  32 
SERPINA6    1 : ---------------------------MDPN----AAYVNMSNHHR------GLASAN-VDFAFS :  27 
SERPINA7    1 : ---------------------------ASPEGKVTACH--SSQPNAT---LYKMSSIN-ADFAFN :  32 
SERPINA8   19 : EQLAKANAGKPKDPTFIPAPIQAKTSPVDEKALQDQLVLVAAKLDTEDKLRAAMVGMLANFLGFR :  83 
SERPINA9    1 : ----------------------APIYCVSPANAPSAYPRPSSTKSTP---ASQVYSLN-TDFAFR :  39 
SERPINA10   1 : ---PSPQSPETPAPQNQTSRVVQAPREEEEDEQEASEEKAGEEEKAWLMASRQQLAKETSNFGFS :  62 
SERPINB1    1 : ---------------------------------------------------MEQLSSANTRFALD :  14 
SERPINB2    1 : ---------------------------------------------------MEDLCVANTLFALN :  14 
SERPINB3    1 : ---------------------------------------------------MNSLSEANTKFMFD :  14 
SERPINB4    1 : ---------------------------------------------------MNSLSEANTKFMFD :  14 
SERPINB5    1 : ---------------------------------------------------MDALRLANSAFAVE :  14 
SERPINB6    1 : ---------------------------------------------------MDVLAEANGTFALN :  14 
SERPINB7    1 : ---------------------------------------------------MASLAAANAEFCFN :  14 
SERPINB8    1 : ---------------------------------------------------MDDLCEANGTFAIS :  14 
SERPINB9    1 : ---------------------------------------------------METLSNASGTFAIR :  14 
SERPINB10   1 : ---------------------------------------------------MDSLATSINQFALE :  14 
SERPINB11   1 : ---------------------------------------------------MGSLSTANVEFCLD :  14 
SERPINB12   1 : ---------------------------------------------------MDSLVTANTKFCFD :  14 
SERPINB13   1 : ---------------------------------------------------MDSLGAVSTRLGFD :  14 
SERPINC1    1 : ----HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKANSRFATT :  61 
SERPIND1   53 : EGEEDDDYLDLEKIFSEDDDYIDIVDSLSVSPTDSDVSAGNILQLFHGKSRIQRLNILNAKFAFN : 117 
SERPINF1    1 : --------------------QNPASPPEEGSPDPDSTGALVEEEDPFFKVPVNKLAAAVSNFGYD :  45 
SERPINF2    1 : MEPLGRQLTSGPNQEQVSPLTLLKLGNQEPGGQTALKSPPGVCSRDPTPEQTHRLARAMMAFTAD :  65 
SERPING1   66 : TQPTTEPTTQPTIQPTQPTTQLPTDSPTQPTTGSFCPGPVTLCSDLESHSTEAVLGDALVDFSLK : 130 
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SERPINE3   17 : LYQSVAACR--NETNFVISPAGVSLPLEILQFGAEGSTGQQLADALG-YTVHDK----------- :  67 
SERPINE1   19 : VFQQVAQAS--KDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTGGETQQQIQAAMG-FKIDDK----------- :  69 
SERPINE2   19 : VFNQIVKSR--PHDNIVISPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLAMVMR-YGVN------------- :  67 
SERPINI1   15 : MYNRLRATG--EDENILFSPLSIALAMGMMELGAQGSTQKEIRHSMGYDSLKNG----------- :  66 
SERPINI2   10 : LYQEVSLSH--KD-NIIFSPLGITLVLEMVQLGAKGKAQQQIRQTLKQQETSAG----------- :  60 
SERPINA1   37 : LYRQLAHQS--NSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIP----------- :  88 
SERPINA3   37 : LYKQLVLKA--PDKNVIFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLKFNLTETS----------- :  88 
SERPINA4   42 : FYYLIASET--PGKNIFFSPLSISAAYAMLSLGACSHSRSQILEGLGFNLTELS----------- :  93 
SERPINA5   33 : LYRALASAA--PSQNIFFSPVSISMSLAMLSLGAGSSTKMQILEGLGLNLQKSS----------- :  84 
SERPINA6   28 : LYKHLVALS--PKKNIFISPVSISMALAMLSLGTCGHTRAQLLQGLGFNLTERS----------- :  79 
SERPINA7   33 : LYRRFTVET--PDKNIFFSPVSISAALVMLSFGACCSTQTEIVETLGFNLTDTP----------- :  84 
SERPINA8   84 : IYGMHSELWGVVHGATVLSPTAVFGTLASLYLGALDHTADRLQAILGVPWKDKN----------- : 137 
SERPINA9   40 : LYRRLVLET--PSQNIFFSPVSVSTSLAMLSLGAHSVTKTQILQGLGFNLTHTP----------- :  91 
SERPINA10  63 : LLRKISMRH---DGNMVFSPFGMSLAMTGLMLGATGPTETQIKRGLHLQALKPT----------- : 113 
SERPINB1   15 : LFLALSENN--PAGNIFISPFSISSAMAMVFLGTRGNTAAQLSKTFHFNTVE------------- :  64 
SERPINB2   15 : LFKHLAKAS--PTQNLFLSPWSISSTMAMVYMGSRGSTEDQMAKVLQFNEVGANAVTPMTPENFT :  77 
SERPINB3   15 : LFQQFRKS---KENNIFYSPISITSALGMVLLGAKDNTAQQIKKVLHFDQVTEN----------- :  65 
SERPINB4   15 : LFQQFRKS---KENNIFYSPISITSALGMVLLGAKDNTAQQISKVLHFDQVTEN----------- :  65 
SERPINB5   15 : LFKQLCEKE--PAGNILFSPICLSTSLSLAQVGAKGDTANEIGQVLHFENVK------------- :  64 
SERPINB6   15 : LLKTLGK-D--NSKNVFFSPMSMSCALAMVYMGAKGNTAAQMAQILSFNKSGG------------ :  64 
SERPINB7   15 : LFREMDDNQ--GNGNVFFSSLSLFAALALVRLGAQDDSLSQIDKLLHVNTAS------------- :  64 
SERPINB8   15 : LFKILGEED--NSRNVFFSPMSISSALAMVFMGAKGSTAAQMSQALCLYKDG------------- :  64 
SERPINB9   15 : LLKILCQDN--PSHNVFCSPVSISSALAMVLLGAKGNTATQMAQALSLNTEE------------- :  64 
SERPINB10  15 : LSKKLAESA--QGKNIFFSSWSISTSLTIVYLGAKGTTAAQMAQVLQFNRDQGVKCDPES----- :  72 
SERPINB11  15 : VFKELNSNN--IGDNIFFSSLSLLYALSMVLLGARGETAEQLEKVLHFSHTVDS----------- :  66 
SERPINB12  15 : LFQEIGKDD--RHKNIFFSPLSLSAALGMVRLGARSDSAHQIDEVLHFNEFSQNESKEPD----- :  72 
SERPINB13  15 : LFKELKKT---NDGNIFFSPVGILTAIGMVLLGTRGATASQLEEVFHSEKETKS----------- :  65 
SERPINC1   62 : FYQHLADSKN-DNDNIFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTLQQLMEVFKFDTISEK----------- : 114 
SERPIND1  118 : LYRVLKDQVN-TFDNIFIAPVGISTAMGMISLGLKGETHEQVHSILHFKDFVNAS---------- : 171 
SERPINF1   46 : LYRVRSSTS--PTTNVLLSPLSVATALSALSLGAEQRTESIIHRALYYDLISSP----------- :  97 
SERPINF2   66 : LFSLVAQTS--TCPNLILSPLSVALALSHLALGAQNHTLQRLQQVLHAGSGP------------- : 115 
SERPING1  131 : LYHAFSAMKK-VETNMAFSPFSIASLLTQVLLGAGENTKTNLESILSYPKDFTC----------- : 183 





                                             hD                   s2A                  
                                      ⎡-------------------------------------------⎤         ⎡----------------------⎤      ⎡-------       
SERPINE3   68 : ------------------------RVKDFLHAVYATLP-TSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCF : 107 
SERPINE1   70 : ------------------------GMAPALRHLYKELM-GPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGF : 109 
SERPINE2   68 : ------------------------GVGKILKKINKAIV-SKKNKDIVTVANAVFVKNASEIEVPF : 107 
SERPINI1   67 : ------------------------EEFSFLKEFSNMVT-AKESQYVMKIANSLFVQNGFHVNEEF : 106 
SERPINI2   61 : ------------------------EEFFVLKSFFSAIS-EKKQEFTFNLANALYLQEGFTVKEQY : 100 
SERPINA1   89 : ----------------------EAQIHEGFQELLRTLN-QPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKF : 130 
SERPINA3   89 : ----------------------EAEIHQSFQHLLRTLN-QSSDELQLSMGNAMFVKEQLSLLDRF : 130 
SERPINA4   94 : ----------------------ESDVHRGFQHLLHTLN-LPGHGLETRVGSALFLSHNLKFLAKF : 135 
SERPINA5   85 : ----------------------EKELHRGFQQLLQELN-QPRDGFQLSLGNALFTDLVVDLQDTF : 126 
SERPINA6   80 : ----------------------ETEIHQGFQHLHQLFA-KSDTSLEMTMGNALFLDGSLELLESF : 121 
SERPINA7   85 : ----------------------MVEIQHGFQHLICSLN-FPKKELELQIGNALFIGKHLKPLAKF : 126 
SERPINA8  138 : ------------CTSRLDAHKVLSALQAVQGLLVAQGRADSQAQLLLSTVVGVFTAPGLHLKQPF : 190 
SERPINA9   92 : ----------------------ESAIHQGFQHLVHSLT-VPSKDLTLKMGSALFVKKELQLQANF : 133 
SERPINA10 114 : ---------------------KPGLLPSLFKGLRETLS--RNLELGLSQGSFAFIHKDFDVKETF : 155 
SERPINB1   65 : ------------------------EVHSRFQSLNADIN-KRGASYILKLANRLYGEKTYNFLPEF : 104 
SERPINB2   78 : SCGFMQQIQKGSYPDAILQAQAADKIHSSFRSLSSAIN-ASTGNYLLESVNKLFGEKSASFREEY : 141 
SERPINB3   66 : ---------TTGKAATYHVDR-SGNVHHQFQKLLTEFN-KSTDAYELKIANKLFGEKTYLFLQEY : 119 
SERPINB4   66 : ---------TTEKAATYHVDR-SGNVHHQFQKLLTEFN-KSTDAYELKIANKLFGEKTYQFLQEY : 119 
SERPINB5   65 : ------------------------DVPFGFKPITSDVN-KLSSFYSLKLIKRLYIDKSLNLSTEF : 104 
SERPINB6   65 : ----------------------GGDIHQGFQSLLTEVN-KTGTQYLLRMANRLFGEKSCDFLSSF : 106 
SERPINB7   65 : ------------GYGNSS-NSQSG-LQSQLKRVFSDIN-ASHKDYDLSIVNGLFAEKVYGFHKDY : 114 
SERPINB8   65 : ------------------------DIHRGFQSLLSEVN-RTGTQYLLRTANRLFGEKTCDFLPDF : 104 
SERPINB9   65 : ------------------------DIHRAFQSLLTEVN-KAGTQYLLRTANRLFGEKTCQFLSTF : 104 
SERPINB10  73 : -----EKKRK-----MEFNLSNSEEIHSDFQTLISEIL-KPNDDYLLKTANAIYGEKTYAFHNKY : 126 
SERPINB11  67 : ---------LKPGFKDSPKCSQAGRIHSEFGVEFSQIN-QPDSNCTLSIANRLYGTKTMAFHQQY : 121 
SERPINB12  73 : ------PCLKSNKQKAGSLNNESGLVSCYFGQLLSKLD-RIKTDYTLSIANRLYGEQEFPICQEY : 130 
SERPINB13  66 : ---------SRIKAEEKEVIENTEAVHQQFQKFLTEIS-KLTNDYELNITNRLFGEKTYLFLQKY : 120 
SERPINC1  115 : ---------------------TSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKSLTFNETY : 158 
SERPIND1  172 : ------------------SKYEITTIHNLFRKLTHRLF-RRNFGYTLRSVNDLYIQKQFPILLDF : 217 
SERPINF1   98 : ------------------------DIHGTYKELLDTVT---APQKNLKSASRIVFEKKLRIKSSF : 135 
SERPINF2  116 : ------------------------CLPHLLSRLCQDLG-----PGAFRLAARMYLQKGFPIKEDF : 151 
SERPING1  184 : -------------------------VHQALKGFTTKGV---------TSVSQIFHSPDLAIRDTF : 214 
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SERPINE3  108 : VEHVSWWANSSLEPADLSE-PNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVST : 171 
SERPINE1  110 : MPHFFRLFRSTVKQVDFSE-VERARFIINDWVKTHTKGMISN-----LLGKGAVDQLTRLVLVNA : 168 
SERPINE2  108 : VTRNKDVFQCEVRNVNFED-PASACDSINAWVKNETRDMIDN----LLSPDLIDGVLTRLVLVNA : 167 
SERPINI1  107 : LQMMKKYFNAAVNHVDFSQ-NVAVANYINKWVENNTNNLVKD-----LVSPRDFDAATYLALINA : 165 
SERPINI2  101 : LHGNKEFFQSAIKLVDFQD-AKACAEMISTWVERKTDGKIKD-----MFSGEEFGPLTRLVLVNA : 159 
SERPINA1  131 : LEDVKKLYHSEAFTVNFGD-TEEAKKQINDYVEKGTQGKIVD-------LVKELDRDTVFALVNY : 187 
SERPINA3  131 : TEDAKRLYGSEAFATDFQD-SAAAKKLINDYVKNGTRGKITD-------LIKDLDSQTMMVLVNY : 187 
SERPINA4  136 : LNDTMAVYEAKLFHTNFYD-TVGTIQLINDHVKKETRGKIVD-------LVSELKKDVLMVLVNY : 192 
SERPINA5  127 : VSAMKTLYLADTFPTNFRD-SAGAMKQINDYVAKQTKGKIVD-------LLKNLDSNAVVIMVNY : 183 
SERPINA6  122 : SADIKHYYESEVLAMNFQD-WATASRQINSYVKNKTQGKIVD-------LFSGLDSPAILVLVNY : 178 
SERPINA7  127 : LNDVKTLYETEVFSTDFSN-ISAAKQEINSHVEMQTKGKVVG-------LIQDLKPNTIMVLVNY : 183 
SERPINA8  191 : VQGLALYTPVVLPRSLDFTELDVAAEKIDRFMQAVTGWKTGC-------SLMGASVDSTLAFNTY : 248 
SERPINA9  134 : LGNVKRLYEAEVFSTDFSN-PSIAQARINSHVKKKTQGKVVD-------IIQGLDLLTAMVLVNH : 190 
SERPINA10 156 : FNLSKRYFDTECVPMNFRN-ASQAKRLMNHYINKETRGKIPK-------LFDEINPETKLILVDY : 212 
SERPINB1  105 : LVSTQKTYGADLASVDFQHASEDARKTINQWVKGQTEGKIPE-----LLASGMVDNMTKLVLVNA : 164 
SERPINB2  142 : IRLCQKYYSSEPQAVDFLECAEEARKKINSWVKTQTKGKIPN-----LLPEGSVDGDTRMVLVNA : 201 
SERPINB3  120 : LDAIKKFYQTSVESVDFANAPEESRKKINSWVESQTNEKIKN-----LIPEGNIGSNTTLVLVNA : 179 
SERPINB4  120 : LDAIKKFYQTSVESTDFANAPEESRKKINSWVESQTNEKIKN-----LFPDGTIGNDTTLVLVNA : 179 
SERPINB5  105 : ISSTKRPYANELETVDFKDKLEETKGQINSSIKELTDGHFED-----ILPENSISDQTKILVVNA : 164 
SERPINB6  107 : RDSCQKFYQAEMEELDFISAVEKSRKHINTWVAEKTEGKIAE-----LLSPGSVDPLTRLVLVNA : 166 
SERPINB7  115 : IECAEKLYDAKVERVDFTNHLEDTRRNINKWVENETHGKIKN-----VIGEGGISSSAVMVLVNA : 174 
SERPINB8  105 : KEYCQKFYQAELEELSFAEDTEECRKHINDWVAEKTEGKISE-----VLDAGTVDPLTKLVLVNA : 164 
SERPINB9  105 : KESCLQFYHAELKELSFIRAAEESRKHINTWVSKKTEGKIEE-----LLPGSSIDAETRLVLVNA : 164 
SERPINB10 127 : LEDMKTYFGAEPQPVNFVEASDQIRKDINSWVERQTEGKIQN-----LLPDDSVDSTTRMILVNA : 186 
SERPINB11 122 : LSCSEKWYQARLQTVDFEQSTEETRKMINAWVENKTNGKVAN-----LFGKSTIDPSSVMVLVNT : 181 
SERPINB12 131 : LDGVIQFYHTTIESVDFQKNPEKSRQEINFWVECQSQGKIKE-----LFSKDAINAETVLVLVNA : 190 
SERPINB13 121 : LDYVEKYYHASLEPVDFVNAADESRKKINSWVESKTNEKIKD-----LFPDGSISSSTKLVLVNM : 180 
SERPINC1  159 : QDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGRITD-----VIPSEAINELTVLVLVNT : 218 
SERPIND1  218 : KTKVREYYFAEAQIADFSDPAFIS--KTNNHIMKLTKGLIKD-------ALENIDPATQMMILNC : 273 
SERPINF1  136 : VAPLEKSYGTRPRVLTGNP--RLDLQEINNWVQAQMKGKLAR-------STKEIPDEISILLLGV : 191 
SERPINF2  152 : LEQSEQLFG--AKPVSLTGKQEDDLANINQWVKEATEGKIQE-------FLSGLPEDTVLLLLNA : 207 
SERPING1  215 : VNASRTLYSSSPRVLSNNS--DANLELINTWVAKNTNNKISR-------LLDSLPSDTRLVLLNA : 270 
SERPINH1  129 : VRSSKQHYNCEHSKINFRD-KRSALQSINEWAAQTTDGKLPE-------VTKDVERTDGALLVNA : 185 
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SERPINE3  172 : MSFQGTWRKRFSSTDTQIL-PFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGH---QVGVLELPYL : 232 
SERPINE1  169 : LYFNGQWKTPFPDSSTHRR-LFHKSDGSTVSVPMMAQTNKFNYTEFTTPDGH---YYDILELPYH : 229 
SERPINE2  168 : VYFKGLWKSRFQPENTKKR-TFVAADGKSYQVPMLAQLSVFRCGSTSAPNDL---WYNFIELPYH : 228 
SERPINI1  166 : VYFKGNWKSQFRPENTRTF-SFTKDDESEVQIPMMYQQGEFYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYE : 229 
SERPINI2  160 : IYFKGDWKQKFRKEDTQLI-NFTKKNGSTVKIPMMKALLRTKYGYFSESSLN----YQVLELSYK : 219 
SERPINA1  188 : IFFKGKWERPFEVKDTEEE-DFHVDQVTTVKVPMM-KRLGMFNIQHCKK-----LSSWVLLMKYL : 245 
SERPINA3  188 : IFFKAKWEMPFDPQDTHQS-RFYLSKKKWVMVPMMSLHHLTIPYFRDEE-----LSCTVVELKYT : 246 
SERPINA4  193 : IYFKALWEKPFISSRTTPK-DFYVDENTTVRVPMMLQDQEHHWYLHDRY-----LPCSVLRMDYK : 251 
SERPINA5  184 : IFFKAKWETSFNHKGTQEQ-DFYVTSETVVRVPMMSRE-DQYHYLLDRN-----LSCRVVGVPYQ : 241 
SERPINA6  179 : IFFKGTWTQPFDLASTREE-NFYVDETTVVKVPMM-LQSSTISYLHDAE-----LPCQLVQMNYV : 236 
SERPINA7  184 : IHFKAQWANPFDPSKTEDSSSFLIDKTTTVQVPMMHQM-EQYYHLVDME-----LNCTVLQMDYS : 242 
SERPINA8  249 : VHFQGKMKG-FSLLAEPQE--FWVDNSTSVSVPMLSGMGTFQHWSDIQD------NFSVTQVPFT : 304 
SERPINA9  191 : IFFKAKWEKPFHPEYTRKNFPFLVGEQVTVHVPMMHQK-EQFAFGVDTE-----LNCFVLQMDYK : 249 
SERPINA10 213 : ILFKGKWLTPFDPVFTEVD-TFHLDKYKTIKVPMMYGAGKFASTFDKN------FRCHVLKLPYQ : 270 
SERPINB1  165 : IYFKGNWKDKFMKEATTNA-PFRLNKKDRKTVKMMYQKKKFAYGYIED------LKCRVLELPYQ : 222 
SERPINB2  202 : VYFKGKWKTPFEKKLNGLY-PFRVNSAQRTPVQMMYLREKLNIGYIED------LKAQILELPYA : 259 
SERPINB3  180 : IYFKGQWEKKFNKEDTKEE-KFWPNKNTYKSIQMMRQYTSFHFASLED------VQAKVLEIPYK : 237 
SERPINB4  180 : IYFKGQWENKFKKENTKEE-KFWPNKNTYKSVQMMRQYNSFNFALLED------VQAKVLEIPYK : 237 
SERPINB5  165 : AYFVGKWMKKFPESETKEC-PFRINKTDTKPVQMMNLEATFCLGNIDD------INCKIIELPFQ : 222 
SERPINB6  167 : VYFRGNWDEQFDKENTEER-LFKVSKNEEKPVQMMFKQSTFKKTYIGE------IFTQILVLPYV : 224 
SERPINB7  175 : VYFKGKWQSAFTKSETINC-HFKSPKCSGKAVAMMHQERKFNLSVIED------PSMKILELRYN : 232 
SERPINB8  165 : IYFKGKWNEQFDRKYTRGM-LFKTNE-EKKTVQMMFKEAKFKMGYADE------VHTQVLELPYV : 221 
SERPINB9  165 : IYFKGKWNEPFDETYTREM-PFKINQEEQRPVQMMYQEATFKLAHVGE------VRAQLLELPYA : 222 
SERPINB10 187 : LYFKGIWEHQFLVQNTTEK-PFRINETTSKPVQMMFMKKKLHIFHIEK------PKAVGLQLYYK : 244 
SERPINB11 182 : IYFKGQRQNKFQVRETVKS-PFQLSEGKNVTVEMMYQIGTFKLAFVKE------PQMQVLELPYV : 239 
SERPINB12 191 : VYFKAKWETYFDHENTVDA-PFCLNANENKSVKMMTQKGLYRIGFIEE------VKAQILEMRYT : 248 
SERPINB13 181 : VYFKGQWDREFKKENTKEE-KFWMNKSTSKSVQMMTQSHSFSFTFLED------LQAKILGIPYK : 238 
SERPINC1  219 : IYFKGLWKSKFSPENTRKE-LFYKADGESCSASMMYQEGKFRYRRVAE------G-TQVLELPFK : 275 
SERPIND1  274 : IYFKGSWVNKFPVEMTHNH-NFRLNEREVVKVSMMQTKGNFLAANDQE------LDCDILQLEYV : 331 
SERPINF1  192 : AHFKGQWVTKFDSRKTSLE-DFYLDEERTVRVPMMSDPKAVLRYGLDSD-----LSCKIAQLPLT : 250 
SERPINF2  208 : IHFQGFWRNKFDPSLTQRD-SFHLDEQFTVPVEMMQARTYPLRWFLLEQ-----PEIQVAHFPFK : 266 
SERPING1  271 : IYLSAKWKTTFDPKKTRME-PFHFKN-SVIKVPMMNSKKYPVAHFIDQT-----LKAKVGQLQLS : 328 
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SERPINE3  233 : GSAVSLFLVLPRDK---DTPLSHIEPHLTASTIHLWTT--SLRRAR--MDVFLPRFRIQNQFNLK : 290 
SERPINE1  230 : GDTLSMFIAAPYEK---EVPLSALTNILSAQLISHWKG--NMTRLP--RLLVLPKFSLETEVDLR : 287 
SERPINE2  229 : GESISMLIALPTES---STPLSAIIPHISTKTIDSWMS--IMVPKR--VQVILPKFTAVAQTDLK : 286 
SERPINI1  230 : GDEISMMLVLSRQ----EVPLATLEPLVKAQLVEEWAN--SVKKQK--VEVYLPRFTVEQEIDLK : 286 
SERPINI2  220 : GDEFSLIIILPAE----GMDIEEVEKLITAQQILKWLS--EMQEEE--VEISLPRFKVEQKVDFK : 276 
SERPINA1  246 : GNATAIFFLPDEG------KLQHLENELTHDIITKFLENEDRRSAS----LHLPKLSITGTYDLK : 300 
SERPINA3  247 : GNASALFILPDQD------KMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIG---ELYLPKFSISRDYNLN : 302 
SERPINA4  252 : GDATVFFILPNQG------KMREIEEVLTPEMLMRWNNLLRKRNFYKKLELHLPKFSISGSYVLD : 310 
SERPINA5  242 : GNATALFILPSEG------KMQQVENGLSEKTLRKWLKMFKKR----QLELYLPKFSIEGSYQLE : 296 
SERPINA6  237 : GNGTVFFILPDKG------KMNTVIAALSRDTINRWSAGLTSSQV----DLYIPKVTISGVYDLG : 291 
SERPINA7  243 : KNALALFVLPKEG------QMESVEAAMSSKTLKKWNRLLQKGWVD----LFVPKFSISATYDLG : 297 
SERPINA8  305 : ESACLLLIQPHYAS-----DLDKVEGLTFQQNSLNWMKKLSPRTIH----LTMPQLVLQGSYDLQ : 360 
SERPINA9  250 : GDAVAFFVLPSKG------KMRQLEQALSARTLRKWSHSLQKRWIE----VFIPRFSISASYNLE : 304 
SERPINA10 271 : GNATMLVVLMEKMG-----DHLALEDYLTTDLVETWLRNMKTRNME----VFFPKFKLDQKYEMH : 326 
SERPINB1  223 : GEELSMVILLPDDIEDESTGLKKIEEQLTLEKLHEWTKPENLDFIE--VNVSLPRFKLEESYTLN : 285 
SERPINB2  260 : G-DVSMFLLLPDEIADVSTGLELLESEITYDKLNKWTSKDKMAEDE--VEVYIPQFKLEEHYELR : 321 
SERPINB3  238 : GKDLSMIVLLP----NEIDGLQKLEEKLTAEKLMEWTSLQNMRETR--VDLHLPRFKVEESYDLK : 296 
SERPINB4  238 : GKDLSMIVLLP----NEIDGLQKLEEKLTAEKLMEWTSLQNMRETC--VDLHLPRFKMEESYDLK : 296 
SERPINB5  223 : NKHLSMLIVLPKDVEDESTGLEKIEKQLNPETLLQWTNPSTMANAK--VKLSLPKFKVEKMIDPK : 285 
SERPINB6  225 : GKELNMIIMLPD----ETTDLRTVEKELTYEKFVEWTRLDMMDEEE--VEVSLPRFKLEESYDME : 283 
SERPINB7  233 : G-GINMYVLLPE------NDLSEIENKLTFQNLMEWTNPRRMTSKY--VEVFFPQFKIEKNYEMK : 288 
SERPINB8  222 : EEELSMVILLPD----DNTDLAVVEKALTYEKFKAWTNSEKLTKSK--VQVFLPRLKLEESYDLE : 280 
SERPINB9  223 : RKELSLLVLLPD----DGVELSTVEKSLTFEKLTAWTKPDCMKSTE--VEVLLPKFKLQEDYDME : 281 
SERPINB10 245 : SRDLSLLILLPEDIN----GLEQLEKAITYEKLNEWTSADMMELYE--VQLHLPKFKLEDSYDLK : 303 
SERPINB11 240 : NNKLSMIILLPVG----IANLKQIEKQLNSGTFHEWTSSSNMMERE--VEVHLPRFKLEIKYELN : 298 
SERPINB12 249 : KGKLSMFVLLPSHSKDNLKGLEELERKITYEKMVAWSSSENMSEES--VVLSFPRFTLEDSYDLN : 311 
SERPINB13 239 : NNDLSMFVLLP----NDIDGLEKIIDKISPEKLVEWTSPGHMEERK--VNLHLPRFEVEDGYDLE : 297 
SERPINC1  276 : GDDITMVLILPK----PEKSLAKVEKELTPEVLQEWLD--ELEEMM--LVVHMPRFRIEDGFSLK : 332 
SERPIND1  332 : GGISMLIVVPHKMS-----GMKTLEAQLTPRVVERWQKSMTNRTRE----VLLPKFKLEKNYNLV : 387 
SERPINF1  251 : GSMSIIFFLPLKVT----QNLTLIEESLTSEFIHDIDRELKTVQAV----LTVPKLKLSYEGEVT : 307 
SERPINF2  267 : NNMSFVVLVPTHF----EWNVSQVLANLSWDTLHPPLVWERPTKVR------LPKLYLKHQMDLV : 321 
SERPING1  329 : HNLSLVILVPQNLK----HRLEDMEQALSPSVFKAIMEKLEMSKFQP-TLLTLPRIKVTTSQDML : 388 
SERPINH1  244 : HKLSSLIILMPHH----VEPLERLEKLLTKEQLKIWMGKMQKKAVA----ISLPKGVVEVTHDLQ : 300 
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SERPINE3  291 : SILNSWGVTDLFDPLKANLKGISG--QDGFYVSEAIHKAKIEVLEEGTKASGATALLLLKRS--- : 350 
SERPINE1  288 : KPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSD--QEPLHVAQALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARM--- : 347 
SERPINE2  287 : EPLKVLGITDMFDSSKANFAKITTG-SENLHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARS--- : 347 
SERPINI1  287 : DVLKALGITEIFIK-DANLTGLSD--NKEIFLSKAIHKSFLEVNEEGSEAAAVSGMIAISRMAV- : 347 
SERPINI2  277 : DVLYSLNITEIFSG-GCDLSGITD--SSEVYVSQVTQKVFFEINEDGSEAATSTGIHIPVIMSL- : 337 
SERPINA1  301 : SVLGQLGITKVFSN-GADLSGVTE--EAPLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMS--- : 359 
SERPINA3  303 : DILLQLGIEEAFTS-KADLSGITG--ARNLAVSQVVHKAVLDVFEEGTEASAATAVKITLLSALV : 364 
SERPINA4  311 : QILPRLGFTDLFSK-WADLSGITK--QQKLEASKSFHKATLDVDEAGTEAAAATSFAIKFFSAQ- : 371 
SERPINA5  297 : KVLPSLGISNVFTS-HADLSGISN--HSNIQVSEMVHKAVVEVDESGTRAAAATGTIFTFRSAR- : 357 
SERPINA6  292 : DVLEEMGIADLFTN-QANFSRITQ--DAQLKSSKVVHKAVLQLNEEGVDTAGSTGVTLNLTS--- : 350 
SERPINA7  298 : ATLLKMGIQHAYSE-NADFSGLTE--DNGLKLSNAAHKAVLHIGEKGTEAAAVPEVELSDQPENT : 359 
SERPINA8  361 : DLLAQAELPAILHT-ELNLQKLSN---DRIRVGEVLNSIFFELEADEREPTESTQQLNKPEVLE- : 420 
SERPINA9  305 : TILPKMGIQNVFDK-NADFSGIAK--RDSLQVSKATHKAVLDVSEEGTEATAATTTKFIVRSKDG : 366 
SERPINA10 327 : ELLRQMGIRRIFSP-FADLSELSAT-GRNLQVSRVLRRTVIEVDERGTEAVAGILSEITAYSMP- : 388 
SERPINB1  286 : SDLARLGVQDLFNSSKADLSGMSG--ARDIFISKIVHKSFVEVNEEGTEAAAATAGIAT-FCMLM : 347 
SERPINB2  322 : SILRSMGMEDAFNKGRANFSGMSE--RNDLFLSEVFHQAMVDVNEEGTEAAAGTGGVMTGRTGH- : 383 
SERPINB3  297 : DTLRTMGMVDIFNG-DADLSGMTG--SRGLVLSGVLHKAFVEVTEEGAEAAAATAVVGFGSSPTS : 358 
SERPINB4  297 : DTLRTMGMVNIFNG-DADLSGMTW--SHGLSVSKVLHKAFVEVTEEGVEAAAATAVVVVELSSPS : 358 
SERPINB5  286 : ASLESLGLKSLFNESTSDFSGMSE--TKGVSVSNVIHRVCLEITEDGGDSIEVPG-----SRILQ : 343 
SERPINB6  284 : SVLRNLGMTDAFELGKADFSGMS---QTDLSLSKVVHKSFVEVNEEGTEAAAATAAIMMMRCAR- : 344 
SERPINB7  289 : QYLRALGLKDIFDESKADLSGIAS--GGRLYISRMMHKSYIEVTEEGTEATAATGSNIVEKQLP- : 350 
SERPINB8  281 : PFLRRLGMIDAFDEAKADFSGMST--EKNVPLSKVAHKCFVEVNEEGTEAAAATAVVRNSRCSR- : 342 
SERPINB9  282 : SVLRHLGIVDAFQQGKADLSAMSA--ERDLCLSKFVHKSFVEVNEEGTEAAAASSCFVVAECCME : 344 
SERPINB10 304 : STLSSMGMSDAFSQSKADFSGMSS--ARNLFLSNVFHKAFVEINEQGTEAAAGSGSEIDIRIRV- : 365 
SERPINB11 299 : SLLKPLGVTDLFNQVKADLSGMSP--TKGLYLSKAIHKSYLDVSEEGTEAAAATGDSIAVKSLP- : 360 
SERPINB12 312 : SILQDMGITDIFDETRADLTGISP--SPNLYLSKIIHKTFVEVDENGTQAAAATG-AVVSERSLR : 373 
SERPINB13 298 : AVLAAMGMGDAFSEHKADYSGMSS--GSGLYAQKFLHSSFVAVTEEGTEAAAATG-IGFTVTSAP : 359 
SERPINC1  333 : EQLQDMGLVDLFSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGRSLNP : 397 
SERPIND1  388 : ESLKLMGIRMLFDK-NGNMAGISD---QRIAIDLFKHQGTITVNEEGTQATTVTTVGFMPLS--- : 445 
SERPINF1  308 : KSLQEMKLQSLFDS--PDFSKITG---KPIKLTQVEHRAGFEWNEDGAGTTPSPGLQPAHLTFP- : 366 
SERPINF2  322 : ATLSQLGLQELFQA--PDLRGISE---QSLVVSGVQHQSTLELSEVGVEAAAATSIAMSRMSLS- : 380 
SERPING1  389 : SIMEKLEFFDFSYD--LNLCGLTE--DPDLQVSAMQHQTVLELTETGVEAAAASAISVARTLLV- : 448 





                                        ↓↓ 
                    s1C      s4B         s5B                                            
                    ⎡------⎤    ⎡-------------⎤      ⎡-----------------⎤                                         
SERPINE3  351 : -RIPIFKADRPFIYFLREPNTGFVFSIGRVSNPLD------------------------------ : 384 
SERPINE1  348 : -APEEIIMDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP-------------------------------- : 379 
SERPINE2  348 : -SPPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAVLFMGQINKP-------------------------------- : 379 
SERPINI1  348 : -LYPQVIVDHPFFFLIRNRRTGTILFMGRVMHPETMNTSGHDFEEL------------------- : 392 
SERPINI2  338 : -AQSQFIANHPFLFIMKHNPTESILFMGRVTNPDTQEIKGRDLDSL------------------- : 382 
SERPINA1  360 : -IPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK----------------------------- : 394 
SERPINA3  365 : ETRTIVRFNRPFLMIIVPTDTQNIFFMSKVTNPKQA----------------------------- : 400 
SERPINA4  372 : TNRHILRFNRPFLVVIFSTSTQSVLFLGKVVDPTKP----------------------------- : 407 
SERPINA5  358 : LNSQRLVFNRPFLMFIVDN---NILFLGKVNRP-------------------------------- : 387 
SERPINA6  351 : -KPIILRFNQPFIIMIFDHFTWSSLFLARVMNPV------------------------------- : 383 
SERPINA7  360 : FLHPIIQIDRSFMLLILERSTRSILFLGKVVNPTEA----------------------------- : 395 
SERPINA8  421 : -----VTLNRPFLFAVYDQSATALHFLGRVANPLSTA---------------------------- : 452 
SERPINA9  367 : PSYFTVSFNRTFLMMITNKATDGILFLGKVENPTKS----------------------------- : 402 
SERPINA10 389 : ---PVIKVDRPFHFMIYEETSGMLLFLGRVVNPTLL----------------------------- : 421 
SERPINB1  348 : -PEENFTADHPFLFFIRHNSSGSILFLGRFSSP-------------------------------- : 379 
SERPINB2  384 : -GGPQFVADHPFLFLIMHKITNCILFFGRFSSP-------------------------------- : 415 
SERPINB3  359 : -TNEEFHCNHPFLFFIRQNKTNSILFYGRFSSP-------------------------------- : 390 
SERPINB4  359 : -TNEEFCCNHPFLFFIRQNKTNSILFYGRFSSP-------------------------------- : 390 
SERPINB5  344 : -HKDEFKADHPFLFIVRHNKTRNIVFLGKFSSP-------------------------------- : 375 
SERPINB6  345 : -FVPRFCADHPFLFFIQHSKTNGILFCGRFSSP-------------------------------- : 376 
SERPINB7  351 : -QSTLFRADHPFLFVIRK--DDIILFSGKVSCP-------------------------------- : 380 
SERPINB8  343 : -MEPRFCADHPFLFFIRHHKTNCILFCGRFSSP-------------------------------- : 374 
SERPINB9  345 : -SGPRFCADHPFLFFIRHNRANSILFCGRFSSP-------------------------------- : 376 
SERPINB10 366 : -PSIEFNANHPFLFFIRHNKTNTILFYGRLCSP-------------------------------- : 397 
SERPINB11 361 : -MRAQFKANHPFLFFIRHTHTNTILFCGKLASP-------------------------------- : 392 
SERPINB12 374 : -SWVEFNANHPFLFFIRHNKTQTILFYGRVCSP-------------------------------- : 405 
SERPINB13 360 : -GHENVHCNHPFLFFIRHNESNSILFFGRFSSP-------------------------------- : 391 
SERPINC1  398 : -NRVTFKANRPFLVFIREVPLNTIIFMGRVANPCVK----------------------------- : 432 
SERPIND1  446 : -TQVRFTVDRPFLFLIYEHRTSCLLFMGRVANPSRS----------------------------- : 480 
SERPINF1  367 : ---LDYHLNQPFIFVLRDTDTGALLFIGKILDPRG------------------------------ : 398 
SERPINF2  381 : ----SFSVNRPFLFFIFEDTTGLPLFVGSVRNPNPSAPRELKEQQDSPGNKDFLQSLKGFPRGDK : 441 
SERPING1  449 : -----FEVQQPFLFVLWDQQHKFPVFMGRVYDPRA------------------------------ : 478 
SERPINH1  363 : ----LFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGDKMRDEL----------------------- : 400 
ANHANG 
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SERPINE3      : ----------------------- :    
SERPINE1      : ----------------------- :    
SERPINE2      : ----------------------- :    
SERPINI1      : ----------------------- :    
SERPINI2      : ----------------------- :    
SERPINA1      : ----------------------- :    
SERPINA3      : ----------------------- :    
SERPINA4      : ----------------------- :    
SERPINA5      : ----------------------- :    
SERPINA6      : ----------------------- :    
SERPINA7      : ----------------------- :    
SERPINA8      : ----------------------- :    
SERPINA9      : ----------------------- :    
SERPINA10     : ----------------------- :    
SERPINB1      : ----------------------- :    
SERPINB2      : ----------------------- :    
SERPINB3      : ----------------------- :    
SERPINB4      : ----------------------- :    
SERPINB5      : ----------------------- :    
SERPINB6      : ----------------------- :    
SERPINB7      : ----------------------- :    
SERPINB8      : ----------------------- :    
SERPINB9      : ----------------------- :    
SERPINB10     : ----------------------- :    
SERPINB11     : ----------------------- :    
SERPINB12     : ----------------------- :    
SERPINB13     : ----------------------- :    
SERPINC1      : ----------------------- :    
SERPIND1      : ----------------------- :    
SERPINF1      : ----------------------- :    
SERPINF2  442 : LFGPDLKLVPPMEEDYPQFGSPK : 464 
SERPING1      : ----------------------- :    
SERPINH1      : ----------------------- :    









Oligo Analyzer 3.0 Primer-Design http://eu.idtdna.com/home/welcome .aspx 
CLUSTALW DNA-Alignments 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/ 
(Chenna et al., 2003) 
DIALIGN DNA-Alignments 
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
(Subramanian et al., 2005) 
SignalP 3.0 Signalpeptid-Vorhersage 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
(Bendtsen et al., 2004) 
Spidey 
Alignment von cDNA und 
genomischer DNA 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/ 
BLAST  Homologie-Suche http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
ScanProsite Protein-Analyse 
http://www.expasy.org/tools/scanprosite/ 
(De Castro et al., 2006) 
Swiss-Model Homologie-Modellierung 
http://swissmodel.expasy.org/ 
(Schwede et al., 2003) 












ARP acidic ribosomal protein p0  
AS Aminosäure 
Bl Branchiostoma lanceolatum 
Bp Basenpaar 
cDNA copy-DNA 
CRES cystatin-related epididymal spermatogenic protein 
CRR Cystein-reiche Region 




Dm Drosophila melanogaster 




E. coli Escherichia coli 
EBV Epstein-Barr-Virus 
ECM extrazelluläre Matrix 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERGIC ER-Golgi-intermediate compartment 
FCS fetal calf serum 
FPLC fast permormance liquid chromatography  
g Erdbschleunigung (9,81 m/s2) 
GST Glutathion-S-Transferase 
HIV human immunodeficiency virus 
HMW high molecular weight 
HRPO horseradish peroxidase 
IMAC immobilized metal affinity chromatography 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid 






LMW low molecular weight 
MALDI-TOF matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight 









Pfu-Polymerase DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
POMC Proopiomelanocortin 
ppm parts per million 
rpm rounds per minute 
RSL reactive site loop, reaktive Schleife 
RT Raumtemperatur 
SDS Natriumdodecylsulfat 
Serpin  Serin-Protease-Inhibitor 
SF serumfrei 
SI Stöchiometrie der Inhibierung 
Sp Signalpeptid 
TA Primer-Annealing-Temperatur 
Taq-Polymerase DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 
TEV Tobacco Etch Virus 
TFA  Trifluoressigsäure 
TGN Trans-Golgi-Netzwerk 
U Units 
ÜN über Nacht 
v/v volume / volume 








SERPINA6 corticosteroid binding globulin, CBG 
SERPINA7 thyroxine binding globulin, TBG 
SERPINA8 Angiotensinogen 
SERPINB5 Maspin 
SERPINB8 Proteinase-Inhibitor 8, PI8 
SERPINC1 Antithrombin 
SERPIND1 Heparinkofaktor II, HCII 
SERPINE1 Plasminogen-Aktivtor-Inhibitor-1, PAI-1 
SERPINE2 Nexin-1 
SERPINF1 pigment epithelium-derived factor, PEDF 




Furin hemmende Splicevariante des Spn4-Gens, besitzt 
ein N-terminales Signalpeptid 
Dm-Spn4E 
Furin hemmende Splicevariante des Spn4-Gens, besitzt 
kein N-terminales Signalpeptid 
Dm-Spn4A/E 
Generelle Bezeichnung für Furin hemmende Spn4-
Varianten 
 
